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Nas últimas décadas, o uso de compostos naturais como flavonóides e sapogeninas 

tem sido largamente difundidos na indústria farmacêutica devido suas atividades 

antiinflamatórias, prevenção de câncer e de doenças cardiovasculares. Neste trabalho, foi 

avaliado o efeito da quercetina (flavonóide) e hecogenina (sapogenina), sobre as atividades 

catalítica e farmacológicas de uma isoforma de fosfolipase A2 secretória (sPLA2) de 

Crotalus durissus terrificus em duas situações: pré-incubado e co-incubado. Na pré-

incubação, a sPLA2 pura foi incubada com os compostos e os resultados indicam 

modificações estruturais na estrutura secundária como evidenciada pelas análise de 

dicroísmo circular. Os dois compostos foram capazes de diminuir a atividade enzimática, 

porém, somente a quercetina foi capaz de diminuir a mionecrose.  Nenhum dos compostos 

apresentou efeito sobre a formação de edema. Na co-incubação, três concentrações 

diferentes dos compostos foram misturados com sPLA2 e imediatamente testados. A co-

incubação mostrou uma menor ação sobre atividade catalítica quando comparado com a pré-

incubação, sugerindo a importância da incubação dos compostos com a proteína. Entretanto, 

a co-incubação mostrou melhor efeito sobre as atividades farmacológicas (edema e 

miotoxidade). Os resultados obtidos sugerem a existência de dois sítios farmacológicos 

distintos, um relacionado com sítio enzimático e outro distinto dessa atividade. Além disso, 

estudos de docking realizados entre a sPLA2 e a quercetina mostraram a existência de 

ligações de hidrogênio, interações polares e hidrofóbicas, sugerindo que outros flavonóides 

com estruturas similares podem se ligar à sPLA2. Além de avaliar o efeito da quercetina 

sobre a sPLA2 de Crotalus durissus terrificus foi avaliado o efeito sobre uma sPLA2 

cataliticamente inativa (Lys49-sPLA2) de Bothrops pirajai. O resultado de dicroísmo 
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circular não apresentou modificações em nível de estrutura secundária, entretanto, estudo de 

estabilidade mostrou que a quercetina leva a uma maior estabilidade térmica da estrutura 

proteica frente a altas temperaturas, tornando o processo de desnaturação reversível. Apesar 

da ausência de atividade catalítica, Lys49-sPLA2 apresentou formação de edema, 

miotoxidade e uma baixa agregação plaquetária. Entretanto, nenhuma das atividades 

farmacológicas foi inibida significativamente pela quercetina. Os resultados apresentados 

mostram que o uso de compostos fenólicos são uma boa iniciativa para estudar e melhor 

entender as ações de sPLA2 purificadas do veneno de serpente.  
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In the last decades, the use of natural compounds, such as flavonoids and sapogenins 

has been applied to various pharmaceutical industries due their anti-inflammatory, cancer 

preventive and cardiovascular protective activities. In this study was evaluated the effect of 

quercetin (flavonoid) and hecogenin (sapogenin) on the catalytic and pharmacological 

activity of a secretoy phospholipase A2 from Crotalus durissus terrificus in two different 

situations: pre-incubated and co-incubated. In the pre-incubation situation, native sPLA2 

was incubated with the compounds and the results have shown structural modifications in 

secondary structure as evidenced through circular dicroism. Both compounds were able to 

decrease catalytic activity, however, just quercetin was able to decrease myonecrosis. None 

of the compounds have shown effects on the oedema formation. In the co-incubation, three 

different concentrations of both compounds were mixed with sPLA2 and immediately 

tested. Co-incubation has shown lesser effect on catalytic activity than pre-incubation, 

suggesting an important role of incubation process. Nevertheless, co-incubation presented 

better effects in pharmacological activities (oedema and myotoxic). These results suggest 

the existence of two pharmacological sites in the protein, one that is correlated with the 

enzymatic site and another that is distinct from it. In addition, molecular docking studies 

between sPLA2 and quercetin showed the existence of hydrogen-bonded, polar interactions 

and hydrophobic interactions, suggesting that other flavonoids with similar structures could 

bind to sPLA2. Besides to evaluate the effect of quercetin on a Crotalus durissus terrificus 

sPLA2, was also evaluated the effect of this compound on a sPLA2 inactive catalytically 

(Lys49-sPLA2) from Bothrops pirajai. Dicroism circular results did not show modifications 

in secondary structure, however, thermal stability study have shown that quercetin is able to 
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increase the stability of sPLA2 in high temperatures, in addition to become the denaturation 

a reversive process. Despite of the lack of catalytic activity, Lys49-sPLA2 has shown 

oedema formation, myotoxic and a low platelet aggregation. Although none of 

pharmacological activities was significantly abolish by quercetin. The results have shown 

that the use of phenolics compounds are a good point to study and better understand the 

actions of sPLA2 purified from venom snake.   
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O Brasil está incluído no grupo dos países com altos níveis de diversidade biológica 

devido aos diferentes biomas e ecossistemas que o caracterizam (Silva, 2003), tendo 

somente como concorrente pelo título de nação biologicamente mais rica do planeta, a 

Indonésia (Mittermeier et al., 2005). É considerado um país rico na diversidade genética 

vegetal – mais de 55.000 espécies catalogadas num total estimado entre 350.000 e 550.000 

(Simões et al., 2000; Giulietti et al., 2005). No entanto, apenas 8% das espécies vegetais 

estudadas com características bioativas, e apenas 1.100 espécies avaliadas em suas 

propriedades medicinais. Esse imenso patrimônio genético, já escasso nos países 

desenvolvidos, tem na atualidade valor econômico-estratégico inestimável, principalmente 

no campo do desenvolvimento de novos medicamentos (Calixto, 2003). 

Nas últimas décadas, tem se verificado um grande avanço científico envolvendo 

estudos químicos e farmacológicos de plantas medicinais com o objetivo de obter 

compostos com propriedades terapêuticas (Cechinel Filho e Yunes, 1997; Rates, 2001). 

A busca de novos compostos obtidos a partir de plantas tem proporcionado à indústria 

farmacêutica uma fonte de pesquisa para o desenvolvimento de novos fármacos (Schenkel 

et al., 1999), já que os princípios ativos obtidos têm se mostrado promissores no tratamento 

de neoplasias, doenças inflamatórias dentre outras. No caso do envenenamento por picada 

de serpentes, antes do uso da soroterapia como método efetivo, os registros escritos ou 

documentados da história de nosso país descrevem o uso principalmente de métodos 

fitoterápicos, conhecido como fase pré-soroterapia. 

No Brasil existem referências de alguns tratamentos utilizados contra esse tipo de 

envenenamento que foram incorporados da cultura indígena. A espécie de planta mais 
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conhecida é a Aristolochia sp, cujo extrato experimentalmente foi capaz de neutralizar a 

ação do veneno botrópico (Martz, 1992). O extrato de Curcuma longa – Zingiberaceae, 

popularmente conhecida como açafrão, foi capaz de neutralizar a ação letal induzida pelo 

veneno de Bothrops jararaca e Crotalus durissus terrificus (Ferreira et al., 1992), e de 

inibir a ação neurotóxica de Naja naja siamensis (Borges et al., 2001). O extrato vegetal de 

Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) também se mostrou como inibidor da atividade 

edematogênica de Bothrops moojeni e Bothrops jararacassu (Borges, et al., 2000). Iglesias 

e colaboradores (2005) mostraram que o flavonóide morina quando incubado com 

fosfolipases A2 (PLA2) de Crotalus durissus cascavella induziu modificações em nível de 

estrutura secundária e aminoácidos aromáticos, levando uma inibição da atividade 

enzimática através de um desenovelamento parcial da PLA2. Entretanto estas mudanças 

não foram capazes de diminuir o edema agudo, miotoxicidade e agregação plaquetária 

induzida pela PLA2.  

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a 7-hidroxicumarina (umberiferona), ao 

contrário do que foi observado para a morina, foi capaz de inibir, não somente a atividade 

enzimática, mas propriedades indutoras do processo inflamatório, tais como edema de pata, 

degranulação de mastócitos e concomitantemente levar a mudanças em nível de estrutura 

secundária da PLA2 (Toyama et al., 2009). 

 

1.1 – SERPENTES  

 

1.1.1 GÊNERO BOTHROPS – Bothrops pirajai. 

As serpentes do gênero Bothrops são encontradas em todo o território nacional, 

totalizando vinte espécies. Habitam zonas rurais e periféricas de grandes cidades, 
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preferindo ambientes úmidos como matas e áreas cultivadas e locais onde haja facilidade 

para proliferação de roedores (paióis, celeiros, depósitos de lenha). Apresentam hábitos 

predominantemente noturnos e são consideradas de grande importância do ponto de vista 

epidemiológico, médico e social no Brasil, já que são responsáveis por 85-90% do número 

de acidentes registrados (Mancuso et al., 1995; Pinho e Pereira, 2001). 

A espécie Bothrops pirajai é encontrada no sul do estado da Bahia, é 

morfologicamente muito parecida com a Bothrops jararacussu (Toyama et al., 1998) e seu 

veneno contém miotoxinas como aquelas encontradas na B. jararacussu (Costa et al., 

1999). 

O veneno botrópico contém várias toxinas ativas, tais como serinoproteases, 

metaloproteases e fosfolipase A2, sendo este último o grupo mais importante (Mancuso et 

al., 1995). O veneno apresenta três atividades principais: proteolítica ou necrosante, que 

determina edema inflamatório na região da picada; coagulante, atuando através de 

componentes que interagem com proteínas da cascata de coagulação, por exemplo, o 

ativador do Fator V (RVV-V) uma glicoproteína que atua na conversão do fator V em Va 

através de clivagens em ligações peptídicas; hemorrágica, devido à presença de 

componentes, dentre eles as fosfolipases A2 que atua inibindo o fator X de coagulação e 

inibindo a formação do complexo protrombinase através de fosfolipídios envolvidos no 

complexo (Markland, 1998). Outras atividades como: fibrinogenolítica, fibrinolítica e 

agregação plaquetária podem participar da fisiopatologia do envenenamento (Ribeiro e 

Jorge, 1997). 
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1.1.2 GÊNERO CROTALUS – Crotalus durissus terrificus 

O gênero Crotalus está representado no Brasil por apenas uma espécie, a Crotalus 

durissus (Pinho e Pereira, 2001; Fernandes et al., 2008), e distribuídas em cinco 

subespécies: C. durissus terrificus, encontrada nas zonas altas e secas da região sul oriental 

e meridional; C. durissus collilineatus, presentes nas regiões secas da região centro-oeste, 

Minas Gerais e norte de São Paulo; C. durissus cascavella, encontrada nas áreas da 

caatinga do nordeste; C. durissus ruruima, observada na região norte do país; e C. durissus 

marajoensis, presente nas regiões próxima a Ilha de Marajó (Pinho e Pereira, 2001). 

Essas subespécies são encontradas em campos abertos, áreas secas, arenosas e 

pedregosas, raramente na faixa litorânea. Quando ameaçadas, denunciam sua presença pelo 

ruído característico do guizo ou chocalho, presente na cauda (Sano-Martins et al., 2001). 

Anualmente cerca de 1500 casos de mordidas são registrados no caso por envenenamento 

de serpentes no Brasil são causados pela Crotalus durissus terrificus (Evangelista et al., 

2008). 

O veneno crotálico quase não produz lesão local, possuindo principalmente três 

atividades com importância clínica conhecida: “trombina-like”, atuando como coagulante 

através da degradação da fibrina pelo sistema fibrinolítico (Marsh et al., 2005; de Oliveira 

et al., 2009); miotóxica sistêmica, podendo causar uma intensa quebra do tecido muscular 

esquelético (rabdomiólise) com liberação de enzimas, como a creatina quinase (CK) e 

mioglobina; e neurotóxica, devido a crotoxina que se liga nos receptores de membrana pré-

sinápticos inibindo a liberação de acetilcolina causando bloqueio neuromuscular (Kini, 

2003). 
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1.2 – VENENO – ASPECTOS GERAIS 

 

O veneno de serpentes é uma mistura de componentes ativos cujo objetivo é captura e 

digestão da presa, além de uso na defesa contra predadores (Meier e Stocker, 1995). Os 

componentes do veneno podem variar de acordo com localização geográfica, estação do 

ano e idade da serpente (Dhananjaya e D’Souza, 2010). Em torno de 90 a 95% do peso seco 

do veneno de serpentes é constituído por proteínas, as quais apresentam importantes 

funções biológicas quando comparadas com a fração não protéica, que é constituída por 

sais, açucares, íons e lipídios (Tu, 1977; Tu, 1982).  

A porção protéica do veneno das serpentes é constituída principalmente por enzimas 

de natureza hidrolítica: 

Oxirredutases – basicamente dois tipos dessa enzima são encontrados no veneno total das 

serpentes, a L-aminoácido oxidase, que converte o aminoácido livre a um alfacetoácido 

(Meister, 1965; Mebs, 1970), e a lactato desidrogenase, responsável pela catálise da reação 

de conversão do lactato a ácido pirúvico (McLean et al., 1971). 

Fosfatases – são enzimas que quebram ligações fosfomonoéster e fosfidiésteres, sendo que 

as fosfodiesterases são as mais conhecidas e muito utilizadas como ferramenta no 

seqüenciamento ou caracterização de oligonucleotídeos e polinucleotídeos (Laskowsky, 

1971). 

Glicosidases – um exemplo dessa enzima é a hialuronidase, capaz de catalisar a reação de 

hidrólise do ácido hialurônico, facilitando a difusão das toxinas do veneno para dentro do 

tecido das vítimas. Este ácido hialurônico é um mucopolissacarídeo, encontrado na pele e 

nos tendões (Meyer et al., 1960). 
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Proteases – um grande número dessas proteínas é encontrado no veneno total, e quase 

todas dependem de co-fatores como íons metálicos (cálcio e magnésio) para atividade. 

Podem ser classificadas em dois grandes grupos: as exopeptidases e as endopeptidases 

(Iwanaga et al., 1976). 

Lipases – são enzimas lipolíticas, tais como as fosfolipases. As fosfolipases A2 são as mais 

estudadas devido a sua importância em processos inflamatórios (Tu, 1977).  

 

1.3 – CROTOXINA 

 

O veneno da Crotalus durissus terrificus contém quatro proteínas com ação 

neurotóxica: a convulxina, capaz de produzir convulsão e agregação plaquetária; giroxina, 

que possui atividade trombina-like; crotamina, que produz espasmos no músculo 

esquelético e crotoxina, que é o principal componente tóxico do veneno e que além da ação 

neurotóxica apresenta ação miotóxica (Toyama et al., 1999; Toyama et al., 2000; Santos et 

al., 2007).  

A crotoxina é um complexo protéico que foi isolado e cristalizado em 1938 por Slotta 

(Slotta e Fraenkel-Conrat, 1930) e Fraenkel-Conrat (Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971). É 

um heterodímero constituído por duas subunidades distintas: uma fosfolipase A2 (PLA2) 

básica (Componente B, CB) de massa molecular de 14.350 Da e pI de aproximadamente 

8,2, e um componente não enzimático de massa molecular de 9.490 Da e de pI aproximado 

3,4 chamado crotapotina (Componente A, CA) que é farmacologicamente inativo e 

funciona como uma proteína chaperona para a PLA2 aumentando a atividade biológica 

desta (Toyama et al., 2003; Miyabara et al., 2004, Santos et al., 2007).  
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Em 2007 Marchi-Salvador e colaboradores, cristalizaram duas isoformas de PLA2-

asp49 (componente B) (Figura 1) mostrando a formação de um tetrâmero através da 

associação de dois dímeros quase idênticos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Esquema do componente B (PLA2) de Crotalus terrificus durissus. (Marchi-
Salvador et al., 2008) 

 

As duas subunidades da crotoxina funcionam de maneira sinérgica. A crotapotina 

aumenta a capacidade da PLA2 encontrar o alvo em junções neuromusculares e assim 

aumentar sua letalidade, entretanto reduz a atividade enzimática da PLA2 (Perales et al., 

1995).  

O mecanismo de ação da crotoxina envolve o bloqueio da transmissão de impulsos 

nervosos em junções neuromusculares, dos quais decorrem as paralisias motoras 

apresentadas pelas vítimas. A junção neuromuscular é uma região especializada da fibra 

muscular, onde o impulso nervoso ao atingir a terminação nervosa pré-sináptica, determina 

a sua despolarização e liberação do neurotransmissor acetilcolina (Doley e Kini, 2009; 

Sampaio et al., 2010). Existem dois mecanismos para explicar a inibição da contração 

muscular pela crotoxina, um envolvendo atividade pré-sináptica e outro pós-sináptico. Na 
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ação pré-sináptica a crotoxina inibe a liberação da acetilcolina e na pós-sinápticas atua 

bloqueando a resposta à acetilcolina através da estabilização do receptor de acetilcolina 

convertendo-o a um estado inativo (Bon et al., 1979). 

Além do efeito neurotóxico, a crotoxina também afeta as células dos músculos 

esqueléticos (Doley e Kini 2009). Evidências indicam que o envenenamento por Crotalus 

durissus terrificus é caracterizado por uma miotoxicidade sistêmica e rabdomiólise, que 

causa lesão muscular e altos níveis no plasma de enzimas derivadas do músculo, como a 

creatina quinase (CK) e mioglobinúria (Gutiérrez et al., 2008).  

Os sinais característicos da ação miotóxica são dores musculares generalizadas, urina 

com coloração avermelhada (mioglobinúria) e necrose da musculatura esquelética 

(rabdomiólise) (Gopalakrishnakone et al., 1981). Segundo Gutiérrez e colaboradores (2008) 

a crotoxina B (PLA2) é responsável pela atividade miotóxica não sendo necessário a 

crotoxina A, entretanto, a ausência da subunidade A diminui o potencial da atividade 

quando comparada com a crotoxina.   

Nos últimos anos, a crotoxina tem recebido grande atenção devido a sua atividade 

citotoxica in vitro contra uma variedade de células tumorais humana. A eficácia antitumoral 

in vivo, usando administração diária de crotoxina tem sido demonstrada em carcinoma 

Lewis de pulmão e carcinoma mamário humano MX-1 inibindo 83% e 69% do crescimento 

respectivamente (Newman et al., 1993). Uma menor inibição foi observada em células com 

leucemia, indicando uma especificidade da crotoxina com tumores sólidos (Santos et al., 

2007). 
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1.4  – FOSFOLIPASE A2 

 

1.4.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

As fosfolipases A2 (PLA2) (E.C 3.1.1.4) são enzimas largamente distribuídas na 

natureza, podendo ser encontradas em plantas, bactéria e tecidos animais tais como 

coração, fígado, baço e pulmão. Foram primeiramente descobertas no suco pancreático e 

em venenos de cobras e abelhas por volta dos anos 80 (Nevaleinen et al., 2008). São 

proteínas relativamente pequenas, com massa molecular variando entre 13 e 25 kDa, e 

estão envolvidas em muitos processos celulares, tais como, crescimento celular, 

diferenciação, imunorregulação e processos inflamatórios (Kim et al., 2001). 

A reação catalisada pela PLA2 (Figura 2) é dependente de cálcio e proporciona a 

liberação de ácidos graxos e lisofosfolipídios. A hidrólise ocorre na posição sn-2 do glicerol 

na interface lipídio/água, pois as enzimas atuam preferencialmente em substratos agregados 

com micela, bicamadas ou lipoproteínas. (Dennis 1994; Kini e Chan, 1999, Burke e Dennis, 

2009). In vivo a posição sn-2 dos fosfolipídios freqüentemente contém ácidos graxos poli-

insaturados que quando liberados podem ser metabolizado em moléculas de eicosanóides 

(Burke e Dennis, 2009). 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema da reação catalisada pela PLA2. À esquerda o fosfolipídio e à direita o 
lisofosfolipídio e o ácido graxo (Burke & Dennis, 2009). 
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As PLA2 podem ser classificadas em cinco grupos principais: PLA2 secretoras 

(sPLA2), PLA2 citosólicas Ca2+-dependente (cPLA2), PLA2 citosólicas Ca2+-independente 

(iPLA2), PAF acetilhidrolases e PLA2 lisossomais (Burke e Dennis, 2009).  

As cPLA2 ou grupo IV PLA2, são enzimas com alto peso molecular (85 kDa) 

encontradas no citosol (Cummings et al., 2000). São caracterizadas por possuir um sítio 

ativo de serina e ácido aspártico, além da necessidade de Ca2+ para atividade catalítica 

(Burke e Dennis, 2009). As cPLA são capazes de desorganizar a membrana em resposta a 

um aumento na concentração de cálcio intracelular através de um domínio cálcio-lipídio-

binding (CaLB) presente no interior da proteína. A cPLA2 é uma das poucas enzimas 

especifica para fosfolipídios contendo ácido araquidônico na posição sn-2 (Dennis, 1994; 

Chakraborti, 2003). O ácido araquidônico é o precursor para a geração de eicosanóides e é 

atribuído à cPLA o papel em doenças inflamatórias, já que foi demonstrado em ratos 

knockout, que a ausência do gene da cPLA reduziu os efeitos de muitas doenças 

inflamatórias (Burke e Dennis, 2009). A Figura 3 mostra um esquema da estrutura primária 

da cPLA (Chakraborti, 2003). 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática dos domínios funcionais da cPLA2. O domínio C2 
na região N-terminal medeia a ligação membrana Ca2+ - dependente. S 505 (Ser505) é o 
sítio fosforilado pela MAP quinases. Os resíduos catalíticos S 228 (Ser228) e D 
(549)/(Asp549) também estão representados (Chakraborti, 2003). 

 



 

 

 11

As enzimas iPLA2 fazem parte da família GVI das fosfolipases A2 e são 

caracterizadas por não necessitarem de cálcio para atividade catalítica. Como as cPLA, as 

iPLA2 usam a serina no sitio ativo para catalisar a hidrolise da ligação sn-2, entretanto não 

apresentam especificidade pelo ácido araquidônico na posição sn-2. Dentre as funções 

celulares dessas enzimas pode-se destacar a formação óssea, apoptose e secreção de 

insulina. (Burke e Dennis, 2009) 

As PAF acetilhidrolases são da família GVII das fosfolipases A2. Receberam esse 

nome devido a habilidade de clivar o grupo acetil da posição sn-2 de fatores de ativação 

plaquetário (PAF), porém a denominação é errônea já que as PAF podem também 

decompor lipídios oxidados na posição sn-2 até 9 carbonos ao longo da cadeia e não 

somente PAF. O sitio ativo é composto por uma serina, histidina e ácido aspártico. Estudos 

recentes identificaram regiões na extremidade C-terminal da enzima que são importantes 

para ligação de HDL e LDL (Burke e Dennis, 2009). 

 

1.4.2 FOSFOLIPASES A2 SECRETÓRIAS 

 

As PLA2 secretórias (sPLA2) foram o primeiro tipo de PLA2 descobertas. São 

encontradas em diversas fontes tais como: venenos de cobras, escorpiões, abelha, 

componentes do suco pancreático e em diversos tecidos de mamíferos (Burke e Dennis, 

2009). 

São divididas em 5 grupos I (IA, IB), II (IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF), III, V e X 

dependendo da estrutura primária caracterizada pelo número e posição de resíduos de 

cisteína (Fonteh et al., 2000; Chakraborti, 2003). Dentre esses grupos os mais estudados são 

os grupos I, composto por PLA2 de pâncreas de mamíferos e de veneno de serpentes 
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pertencentes às famílias Elapidae e Hydrofidae, grupo II, formado por PLA2 de venenos 

pertencentes às famílias Crotalidae e Viperidae e grupo III formado principalmente por 

venenos de abelhas e lagartos (Dennis, 2000). 

As sPLA2 constituem os principais componentes dos venenos das serpentes e tem 

sido extensivamente investigados não só devido sua vasta gama de efeitos biológicos, mas 

também devido sua grande familiaridade com a estrutura e função catalítica das enzimas de 

mamíferos (Soares e Giglio, 2003; Evangelista et al., 2008). Entretanto, em contraste com 

as enzimas de mamíferos, apresentam toxicidade (Kini e Chan, 1999). 

O principal papel das sPLA2 presente no veneno de cobra, assim como outras 

proteínas, é contribuir para o processo de imobilização e digestão da presa. Isso ocorre 

devido à habilidade dessa enzima em induzir vários efeitos farmacológicos tais como, 

neurotoxicidade, cardiotoxicidade, miotoxicidade, atividade anticoagulante, indução de 

edema e efeito hemorrágico (Lambeau et al., 1996; Kini e Chan 1999). 

Um único veneno de cobra apresenta múltiplas formas de sPLA2. Essas isoenzimas 

induzem diferentes efeitos biológicos. Uma análise nos genes da sPLA2 mostrou que 

mutações ocorrem mais em regiões exons do que em regiões introns. Assim, propõe-se que 

muitas das formas da PLA2 e sua capacidade farmacológica têm evoluído através de uma 

duplicação gênica e seleção positiva (Kini e Chan, 1999). 

As sPLA2 são caracterizadas pelo baixo peso molecular (13-15 kDa), uma -hélice 

1 amino terminal anfipática (resíduos 2-13), um loop para ligação com Ca2+, duas -hélices 

2 e 3 antiparalelas (resíduo 40-53 e 90-108), dois filamentos pequenos de folhas-  

antiparalelas, a asa-  (resíduo 75-84), loop carboxi terminal (resíduos 109-133) e 6 ligações 
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dissulfeto podendo haver uma ou duas variações que auxiliam na estabilidade da enzima 

(Murakami e Kudo, 2002) (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estrutura secundária do monômero de PLA2. Predição in silico realizada pelo 
programa Pymol (Delano 2002) 
 

As sPLA2 botrópicas ou crotálicas, que formam os grupos mais estudados, são 

proteínas de massa molecular em torno de 15kDa com 120 resíduos de aminoácidos e pI 

entre 7,8 a 8,5; são, portanto, proteínas básicas que  em geral apresentam a formação de 

dímeros (Toyama et al., 1995; Toyama et al., 1998; Toyama et al., 2000).  

A catálise da sPLA2 secretória é análoga ao mecanismo de ação das serino 

proteases envolvendo as cadeias laterais dos resíduos de Asp-99, His-48 e uma molécula de 

água (Scott & Sigler, 1994). No mecanismo de catálise proposto, (Figura 5) um próton na 

posição 3 do anel imidazólico da His-48 está envolvido em uma forte interação com o 

grupo carboxílico da Asp-99, impedindo que ocorra uma rotação no anel imidazólico, 
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deixando o nitrogênio da posição 1 deste anel na posição espacial própria para um ataque 

na molécula de água. Esse ataque promove a liberação de uma hidroxila devido à 

transferência de um próton da molécula de água para o nitrogênio na posição 1 do anel da 

His-48, enquanto o próton na posição 3 do anel é transferido para o Asp- 99 devido a uma 

mudança de cargas na molécula. A hidroxila formada promove então um ataque 

nucleofílico ao carbono do grupo éster do substrato, formando um intermediário. Em 

seguida o oxigênio do grupo éster ataca o próton da posição 1 do anel imidazólico para 

formação de um álcool de lisofosfolipídio e a dupla ligação entre o carbono e o oxigênio do 

grupo éster é refeita ocorrendo então a hidrólise da união acil-éster na posição sn-2 e 

liberando os dois produtos formados: um fosfolipídio e um ácido graxo (Verheij et al., 

1980). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Esquema do mecanismo catalítico proposto para as sPLA2. (Verheij et al., 1980, 
modificado). 
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O sítio para união do cálcio, importante para a catálise, apresenta um cátion ligado 

pelo oxigênio do grupo carbônico dos resíduos Tyr-28, Gly-30, Gly-32 e por oxigênio da 

cadeia lateral do resíduo Asp-49. No mecanismo de catálise, o cálcio tem dupla função: 

fixar o fosfato e estabilizar a carga negativa do oxigênio do grupo carbônico da ligação 

éster na posição sn-2 do substrato (Yang, 1994).  

Alguns resíduos que compõem o sítio catalítico, tais como His48, Try52 e Asp99 são 

mantidos em miotoxinas de Bothrops, entretanto, uma importante modificação pode ocorrer 

no sítio de ligação de Ca2+, uma substituição do ácido aspártico por uma lisina na posição 

49 (Lys49-PLA2) (Soares et al., 2004).  

A primeira Lys49-PLA2 foi primeiramente reportada em veneno de Agkistrodon p. 

piscivorusb e Bothrops atrox em 1984 (Maraganore et al., 1984). A princípio foi atribuída 

uma pequena atividade de PLA2 a proteína, mas após estudos de recombinação com Lys49 

foi provado que essa mutação leva a perda da atividade catalítica (Lomonte 2009). 

Entretanto, atividades farmacológicas tais como formação de edema e miotoxina foram 

observadas (Mora et al., 2005). Stábeli e colaboradores (2006) mostraram que uma 

miotoxina – Lys49 de Bothrops moojeni é capaz de induz mionecrose em fibras 

musculares, formação de edema e bloqueio na junção neuromuscular. Resultados similares 

foram observados para uma Lys49-PLA2 isolada do veneno do Bothrops alternatus 

(Ponce-Soto et al., 2007). 

Em 1998, Ward e colaboradores propuseram através de cristalografia um modelo para 

a ligação do íon Ca2+ nas Asp49-PLA2 e Lys49-PLA2. De acordo com o modelo o átomo 

N  da Lys49 (Figura 6b) ocupa exatamente a posição ocupada pelo ion Ca2+ na PLA2 

cataliticamente ativa (Figura 6a). A posição dos outros resíduos envolvidos na atividade 
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catalítica é conservada na Lys49-PLA2 sugerindo que o átomo N  causa um efeito estérico 

dificultando e em alguns casos impedindo a ligação com o co-fator Ca2+. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Esquema mostrando o envolvimento dos resíduos 27-33 e 49 que compreende a 
região de ligação com cálcio das PLA2s. (a) Região com Asp-49 de Naja naja atra 
ilustrando a coordenação bipirâmide pentagonal do íon cálcio. (b) mesma região, porém 
com Lys-49 da Bothrops pirajai onde o átomo N  da cadeia lateral da lisina ocupa a 
posição do cálcio formando ligação de hidrogênio (Ward et al., 1998).  

 

Devido o envolvimento do grupo II das sPLA no processo inflamatório, iniciaram-se 

pesquisas para desenvolver agentes farmacológicos capazes de inibir a atividade desta 

enzima e conseqüentemente controlar os estados inflamatórios (Gil et al., 1997). Desta 

forma, uma série de inibidores sintéticos e naturais vem sendo estudados para esse fim. 

 

1.5 – INIBIDORES DE FOSFOLIPASES A2 

 

No Brasil, o envenenamento causado por picadas de serpentes requer um tratamento 

médico e emergente, já que o único tratamento científico validado é o uso da soroterapia. 

Embora esse método apresente bons resultados, algumas desvantagens ainda estão 

presentes, tais como: 1) limitação ou falta de acesso em zonas rurais de países 

(a) (b) 
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desenvolvidos onde grande parte dos acidentes ocorre; 2) variações significativas na 

composição do veneno e reação antigênica devido a diversidade geográfica e taxonômica; 

3) efeito limitado da soroterapia na proteção contra danos rápidos e locais (Soares et al., 

2005). Buscando suprir as desvantagens ainda presentes no soro antiofídico, uma série de 

estudos visando possíveis inibidores para PLA2 vem sendo desenvolvidos, dentre eles 

moléculas sintéticas e naturais tanto de origem animal como vegetal (Borges et al., 2001) 

A heparina de baixo peso molecular, um polissacarídeo aniônico natural mostrou-se 

eficiente na inibição parcial das atividades miotóxica, citotóxica e edematogênica induzidas 

pela miotoxina de Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi e bloqueou totalmente o efeito 

neurotóxico induzido pela última (Soares et al., 2001; Stábeli et al., 2006). Outro inibidor 

de PLA2 bastante estudado é o brometo de -bromofenacila (pBPB). 

Nas últimas décadas muitos estudos vêm sendo realizados com PLA2 quimicamente 

modificada com pBPB para melhor entender a relação estrutura-função, já que esse 

composto se liga na His-48 da proteína (Zhao et al., 1998; Andrião-Escarco et al., 2000). 

His-48 é um resíduo altamente conservado em PLA2s devido sua importância no 

mecanismo catalítico da proteína. Alquilação nesse resíduo resulta em uma inibição na 

atividade catalítica da PLA2, além de modificações nas atividades farmacológicas (Marchi-

Salvador et al., 2009). Andrião-Escarso e colaboradores (2000) mostraram que após 

tratamento químico com pBPB, bothropstoxinas de Bothrops jararacussu  tiveram 

diminuições significativas nas atividades miotóxicas, citotóxicas e edematogênica, além de 

abolir quase completamente a atividade catalítica. As mesmas alterações farmacológicas 

foram observadas em Lys49-PLA2 de B. asper e B. pirajai após tratamento químico com 

pBPB (Diaz et al., 1993; Toyama et al., 1998), sugerindo que miotoxinas Lys49 e Asp49 
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podem romper bicamadas fosfolípidicas independentemente de sua ação catalítica (Soares e 

Giglio, 2003).  

 Além desses inibidores, muitas substâncias extraídas de plantas têm demonstrado ação 

antiofídica, mostrando que essas biomoléculas são capazes de inibir total ou parcialmente 

diversas ações sistémicas e/ou locais causadas pelo envenenamento. Desta forma, o número 

de estudos com objetivo de isolar esses compostos vem aumento nos últimos anos (Mors et 

al., 2000; Samy et al., 2008), com grande destaque aos metabolitos especias de plantas. 

 

1.5.1– METABÓLITOS ESPECIAIS DE PLANTAS 

 

Metabólitos especiais de plantas são grupos de diversas moléculas que estão 

envolvidas na adaptação da planta com o meio, e fazem parte dos processos bioquímicos, 

do crescimento celular e da reprodução. Existem em torno de 24.000 estruturas, incluindo 

muitos compostos que possuem efeitos tóxicos e antinutricionais em mamíferos. Os 

metabólitos especiais de plantas são classificados de acordo com suas vias biossintéticas. 

Três famílias de moléculas são geralmente consideradas: fenólicos, terpenos, esteróides e 

alcalóides (Bourgaud, et al., 2001). Dentre eles, encontram se em plantas inibidores de 

proteases tais como, lectinas, alcalóides, saponinas e taninos. Estes compostos estão 

envolvidos na defesa contra herbívoros e patógenos, regulação de simbiose, controle de 

sementes germinativas e inibição química de algumas espécies de plantas competidoras 

(alopatia) (Makkar et al., 2007). 

Devido à grande diversidade de efeitos, dentre eles efeitos antioxidantes, antiviral, 

antibacterianos, antifúngicos e anticâncer, o interesse nesses metabólitos de plantas têm 
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aumentado nos últimos anos nas indústrias para produção de fármacos e cosméticos 

(Bourgaud et al., 2001; Makkar et al., 2007).  

 

1.5.1.1– Flavonóides 

 

Flavonóides são substâncias naturais encontradas abundantemente na natureza, são 

formados em plantas a partir da fenilalanina, tirosina e malonato. A estrutura básica de um 

flavonóide é um núcleo flavan que consiste em 15 átomos de carbono arranjado em três 

anéis (C6-C3-C6) (Figura 7). As várias classes dos flavonóides diferem no nível de 

oxidação e padrão de substituição no anel C, enquanto outros no padrão de substituição dos 

anéis A e B (Di Carlo et al., 1999; Pietta, 2000)  

 

 

 

 

Figura 7: Estrutura química do flavonóide (Pietta, 1999). 

Os flavonóides participam de importantes funções no crescimento, desenvolvimento e 

na defesa dos vegetais contra o ataque de patógenos e suas principais fontes envolvem 

frutos (uvas, cerejas, maçã, groselhas, frutas cítricas entre outros) e hortaliças (pimenta, 

tomate, espinafre, dentre outros). São subdivididos nas principais classes: flavonas, 

flavonóis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, 

proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonóides (Dornas et al., 2008). 



 

 

 20

Os flavonóides também são conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias. Devido essas características são largamente usados em cosméticos e na 

indústria farmacêutica (Kim et al., 2001). A capacidade antioxidante desses compostos é 

determinada por sua estrutura, em particular por hidroxilas que podem doar elétrons e 

suportar a deslocalização em torno do sistema aromático. Outro determinante estrutural 

importante para a capacidade antioxidante dos flavonóides é atribuído às hidroxilas em C4 

e C3, que podem atuar aumentando o potencial antioxidante (Dornas et al., 2008), e, além 

disso, estudos indicam que agliconas, incluindo quercetina, luteolina, miricetina e canferol 

têm grande capacidade antioxidante, maior que de flavonóides conjugados, como a 

quercetina-3-glicosídica, quercetina e rutina (Noroozi et al., 1998). 

Um número de flavonóides possui atividade antiinflamatória e alguns deles podem 

agir como fracos inibidores de PLA2 (Gil et al., 1997).  

A relação das sPLA2 em processos inflamatórios aumentou o interesse por 

substâncias farmacologicamente ativas que conseguem inibir a atividade da toxina.  Em 

particular, a ocorrência de vários tipos de sPLA2 atraiu a atenção para a importância de se 

descobrir inibidores seletivos e específicos para os diferentes tipos da enzima. 

Recentemente foi descoberto (Gil et al., 1994; Lindahl e Tageson, 1993) que vários 

flavonóides inibem seletivamente a sPLA2-II e conseqüentemente podem ser utilizados 

para discriminar entre diferentes tipos de sPLA2 em materiais biológicos. 

As descobertas indicam também que os grupos hidroxilas nas posições 3’ e 4’ do anel 

B e 6 e 7 do anel C possuem papel importante nos mecanismos de inibição seletiva da 

sPLA2-II. Dessa forma, pode-se assumir que os diferentes flavonóides possuem 
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mecanismos de inibição diferentes para cada grupo de sPLA2.  Em estudos realizados por 

Kim (2001) descobriu-se que os flavonóides também interagem com as cPLA2. 

A quercetina (3,3’,4’,5,7– pentahidroxiflavona (Figura 8) é um dos mais comuns 

compostos fenólicos encontrados em plantas, e está muito presente na alimentação humana, 

sendo encontrada em muitas frutas, vegetais, chás e vinhos  (Bjeldanes e Chang, 1977; 

Yang et al., 2000). Esse flavonóide apresenta uma série de efeitos sob células. Como 

antioxidante previne a oxidação de lipoproteínas com baixa densidade, apresenta efeitos 

antitumorais em células de animais in vitro e possui também efeitos antiinflamatório 

regulando a liberação de óxido nítrico e TNF-  (Manach et al., 1998; Tang et al., 2009). 

Devido essas propriedades da quercetina, esse flavonóide foi escolhido para avaliar o 

seu efeito sob a atividade catalítica e farmacológicas de sPLA2. 

 

 

 

 

 
 
Figura 8: Estrutura da química da quercetina (Ishii et al., 2003). 

 

1.5.1.2– Saponinas e Sapogeninas esteriodal  

 

Saponinas (do latim sapon = sabão) a um grupo de glicoconjugados que se dissolvem 

na água e diminuem sua tensão superficial de modo que, ao se agitar suas soluções, forma-

se uma espuma abundante e relativamente estável. São largamentes encontradas no reino 
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vegetal e em alguns animais marinhos como peixe estrela e pepino do mar (Güçlü-

Üstündag e Mazza, 2007). 

A estrutura das saponinas (Figura 9) consiste em uma porção oligossacarídea formada 

por carboidratos como glicose, galactose, N-acetilglucosamina, ácido glicurônico, xilose, 

ramnose ou metilpentose ligada a uma porção aglicona (não-acúcar), insolúvel em água, 

chamada genericamente de sapogenina e quando esta possui um esqueleto esteroidal, ela é 

chamada de sapogenina esteroidal.  Portanto, sapogenina é a porção não-polar de uma 

saponina. O oligossacarídeo nas saponinas está ligado normalmente na posição C-3, mas 

muitos o apresentam ligado no C - 6, 7, 15, 16, 24, e 26. A porção sacarídea pode ser linear 

ou ramificada, contendo de 2 a 5 resíduos monossacarídeos (Williams e Gong, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 9: Estrutura química de uma saponina esteroidal (Güçlü-Üstündag e Mazza, 2007 - 
modificado). 
 
 

Por muitos anos as sapogeninas esteroidais tem sido utilizadas na indústria 

farmacêutica para a síntese de hormônios adrenocorticóides, análogos da vitamnina D e de 

drogas com ação anti-inflamatórias (Pérez-Dias, 2010). Dentre as sapogeninas esteroidais, 

as mais conhecidas são: diosgenina e hecogenina. 
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A diosgenina, encontradas em raízes de inhame selvagem, é comumente usada como 

um ingrediente na preparação de muitas drogas esteroidais, hormônios sexuais e pílulas 

anticoncepcionais orais fornecendo cerca de 50% do material bruto para a produção de 

cortisona, progesterona e muitos outros hormônios esteroidais (Narula et al., 2007) 

Os efeitos antiinflamatórios e estrogênicos da diosgenina foram previamente 

hipotetizados devido à similaridade estrutural da molécula ao estrogênio. A diosgenina 

mostrou ser útil para a manutenção de níveis saudáveis de colesterol no sangue e impediu 

significantemente a perda óssea na mesma extensão que o estrogênio, indicando que ela 

pode ser utilizada para reduzir a progressão da osteoporose (Yen et al., 2005). Outra 

possível aplicação da diosgenina é no tratamento de tumores já que ela é uma forte indutora 

de apoptose das células cancerosas (Corbère et al., 2004).  

A hecogenina (CR01) (Figura 10) é uma sapogenina extraída de Agave sp, uma planta 

nativa do México encontrada no sul dos Estados Unidos e na América Latina (Ghoghari e 

Rajani, 2006). Embora de forma menos acentuada que a diosgenina, essa sapogenina 

também apresenta propriedades antiproliferativas e pró-apoptóticas em determinados tipos 

de linhagens de células cancerosas (Corbiere et al., 2003; Trouillas et al., 2005). 

A hecogenina é um dos mais importantes precursores para a síntese de hormonios 

adrenocorticóides, dentre eles, cortisol, prednisolona, predisona, dexametasona e 

betametasona (Ghoghari e Rajani, 2006). Até o momento, na literaruta não se encontra 

nehuma informação envolvendo o uso de sapogeninas como inibidores de PLA2s. 
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Figura 10: Estrutura química da hecogenina – CR01 (Ghoghari e Rajani, 2006) 
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2.1 Gerais 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de da quercetina e hecogenina 

sob as atividades enzimática e farmacológicas de sPLA2 purificadas do veneno de Crotalus 

durissus terrificus e Bothrops pirajai. 

 

2.2 – Específicos 

• Isolar e caracterizar bioquímicamente sPLA2 do veneno de duas serpentes. 

• Pré-incubar as sPLA2 com os seguintes compostos: quercetina e hecogenina 

(CR01). 

• Analisar o efeito da sPLA2 nativa e sPLA2 modificada quimicamente através 

de: dicroísmo circular; fluorescência intrínseca; espectrometria de massas; 

atividade enzimática; atividade edematogênica; atividade miotóxica. 

• Avaliar modificações nas atividades de formação de edema e miotóxica da 

sPLA2 na condição de co-incubação com três concentrações diferentes dos 

inibidores. 

• Estudo de docking para investigar possíveis mecanismos de ação da 

quercetina sobre ação da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus 
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3.1 Animais: 

Os animais utilizados nos ensaios farmacológicos foram camundongos Swiss fêmeas 

(18-20g) a partir de quatro semanas, adquiridos junto ao Centro Multidisciplinar de 

Investigação Biológica (CEMIB-UNICAMP). Todos os experimentos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética da Universidade Estadual de Campinas, sob o número 1916-1.  

 

3.2 Reagentes, Materiais: 

Os venenos foram adquiridos junto ao CETA (Centro de Extração de Toxinas 

Animais, Morungaba, São Paulo), Bio-Agents Serpentarium (Batatais, São Paulo, Brazil) e 

do Instituto Butantã. Todos os solventes, produtos químicos e reagentes utilizados neste 

projeto foram de grau HPLC, grau seqüência ou de alto grau de pureza, obtidos dos 

laboratórios Sigma, Aldrich Chemicals, Merck, Cristália e Bio Rad. Hecogenina (CR01) foi 

adquirida junto ao Laboratório de Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas da 

Universidade Federal do Ceará, Fortaleza. 

 

3.3 Purificação do veneno de Crotalus durissus terrificus e Bothrops pirajai 

 
3.3.1 Purificação da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus: 

Para purificação da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus partiram-se de 10,0 mg de 

veneno bruto solubilizados em 200 µL de uma solução de bicarbonato de amônio (AMBIC) 

1,0 M. A solução foi centrifugada e o sobrenadante injetado na coluna de fase reversa 

acoplada a um sistema de HPLC de acordo com as seguintes condições: 
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 Soluções: A- Água + TFA 0,1% 
                       B- 66,6% de ACN em solvente A 

 

  Gradiente:  0 – 05 min: 0% B 
                        05 –16 min: 40% B 

                  16 – 46 min: 60% B 
                        46 – 47 min: 100%B 

 Coluna: C5 (25cm x 10mm, 10µm Supelco) 

 Fluxo: 1,0 mL/min. 

 Comprimento de Onda: 280 nm. 

 

3.3.2 Purificação por troca iônica da sPLA2 de Bothrops pirajai: 

A purificação da sPLA2 de Bothrops pirajai teve como objetivo a separação da PLA2 

básica e a obtenção de uma mistura proteica com caráter ácido. Para isso foi utilizada uma 

coluna catiônica CM-5PW acoplada a um sistema de HPLC com troca iônica previamente 

equilibrada com solvente A. Partiram-se de 10,0 mg de veneno bruto solubilizados em 200 

µL solução A, a solução de veneno foi centrifugada e o sobrenadante aplicado no sistema. 

A fração ácida, eluída no inicio da corrida, foi coletada separadamente das outras frações. 

As condições utilizadas para a purificação estão a seguir:  

 Soluções:  A- 0,05M de AMBIC 
                        B- 1,0M de AMBIC 

 Gradiente: 0 – 10 min: 0% B 
                        10 – 11 min: 20% B 

                  11 – 40 min: 100% B 

 Coluna: TSKgel CM-5PW (7,5mm ID x 7,5cm L Tosoh Bioscience) 

 Fluxo: 1,0 mL/min. 

 Comprimento de Onda: 280nm. 
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3.3.3 Purificação por fase reversa da sPLA2 de Bothrops pirajai: 

Para purificação da sPLA2 de Bothrops pirajai partiu-se de 10,0 mg do veneno 

resultante da purificação por troca iônica. O veneno foi solubilizado em 200 µL de uma 

solução de bicarbonato de amônio (AMBIC) 1,0 M, centrifugado e o sobrenadante injetado 

em uma coluna de fase reversa previamente equilibrada com solução A acoplada a um 

sistema de HPLC de acordo com as seguintes condições: 

 Soluções: A- Água + TFA 0,1% 
                       B- 66,6% de ACN em solvente A 

  Gradiente:  0 – 02 min: 0% B 
                        02 – 05 min: 20% B 

                  05 – 30 min: 100% B 

 Coluna: C5 (25cm x 10mm, 10µm Supelco) 

 Fluxo: 1,0 mL/min. 

 Comprimento de Onda: 280 nm. 

 

3.3.4 Tratamento químico das sPLA2 com quercetina e hecogenina : 

O tratamento químico das sPLA2 de Crotalus durissus terrificus e de Bothrops 

pirajai foi realizado de acordo com o método de Zhao et al., (1998). Desta forma 400µL de 

uma solução de sPLA2 de 3 mg/mL foi misturado com 3,6 µL de uma solução de EDTA 

0,9 mM. Um volume de 400 µL de uma solução de 0,1 mM dos compostos (quercetina ou 

sapogenina) em dimetil-sulfóxido (DMSO) também foi adicionado. A mistura reacional foi 

mantida a temperatura ambiente por 90 minutos e o precipitado formado foi removido por 

centrifugação. O sobrenadante foi injetado em uma coluna C5 (5cm x 10mm, 10µm 

Supelco) acoplada a um sistema de HPLC, com os seguintes solventes: Água com 0,1% de 

TFA (Solvente A) e 66,6% de ACN em solvente A (solvente B). Os sais e outros 

contaminantes foram eluídos no inicio da corrida com 0% de solvente B. 
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3.4 Caracterização Bioquímica 

 3.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): 

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com o manual técnico 

de eletroforese de proteína da Amershan Bioscience. O gel de corrida (running gel) de 

12,5% foi preparado utilizando uma solução stock de poliacrilamida, tampão Tris-HCl 

1,0M pH 8,8, solução de 20% de SDS, solução de persulfato de amônio de 10% e TEMED. 

O stacking gel de 5% foi preparado usando os mesmo reagentes, porém usou-se tampão 

Tris-HCl 0,5M pH 6,8. 

A corrida de eletroforese foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE 250 

Migthy Small (Hoefer Scientific Instruments) com uma voltagem constante de 60 V para o 

Stacking gel e 90 V para o running gel. As amostras foram dissolvidas em tampão de 

amostra (Tris-HCl, 0,075M, pH 6,8; 10% de glicerol; 4% de SDS e 0,001% de azul de 

bromofenol) e aquecidas a uma temperatura de 100ºC por 5 minutos em banho maria. Após 

a corrida, os géis foram corados com solução de Comassie Blue R250 0,1%, água: metanol: 

ácido acético glacial (5:5:2) a 37ºC e o excesso de corante foi removido com água: metanol: 

ácido acético glacial (5:5:2 v/v). 

 

3.5 Análises espectroscópicas 

3.5.1 Atividade Enzimática das sPLA2: 

A atividade enzimática de sPLA2 é avaliada usando o ácido 4-nitro-3-(octanoyloxy) 

benzóico – 4N3OBA, um substrato cromogênico. O primeiro relato desse substrato foi por 

Cho e Kezdy em 1991 e desde então vem sendo usado para avaliar a atividade de PLA2 de 

serpentes e de soro humano (Petrovic et al., 2001). 
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A reação de PLA2 com 4N3OBA (Figura 11) é caracterizada pela hidrolise da ligação 

éster do substrato pela PLA2 levando a conversão do cromóforo ácido 4-Nitro-3-hidroxi 

benzóico, que pode ser medido no comprimento de onda de 425nm (Petrovic et al., 2001). 

 

 

 

 

Figura 11: Estrutura do substrato de PLA2, ácido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzóico e do 
cromóforo 4-Nitro-3hidroxi benzóico (Petrovic et al., 2001). 

 

Os ensaios enzimáticos das sPLA2 nativa, das sPLA2 incubadas previamente com os 

compostos químicos e das sPLA2 co-incubadas foram realizados de acordo com o método 

de Holzer & Mackessy (1996) adaptado para placa de ELISA. Desta forma foi adicionado 

em cada poço 200 µL de tampão (Tris-HCl 0,01M; CaCl2 0,01M; NaCl 0,1M pH 7,8), 40 

µL de substrato NOBA, (4-nitro-3octanoyloxy-benzóico) na concentração de 1,0mg/mL em 

acetonitrila e 20 µL de amostra com concentração de 1mg/mL. A leitura dos poços foi feita 

a 425 nm em um leitor de placa de multicanal (Spectramax 340) em intervalos de 5 minutos 

durante 40 minutos com a temperatura constante de 37ºC. Para as amostras co-incubadas, a 

concentração dos compostos polifenólicos variou entre 5µg a 90 µg. 

3.5.2 Dicroísmo circular (CD) 

Dicroísmo circular é uma técnica espectroscópica largamente utilizada para avaliar 

conformação e estabilidade de proteínas em diferentes condições, como temperatura, força 
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iônica e presença de solutos ou moléculas pequenas. Dentre as vantagens acopladas a essa 

técnica pode-se destacar a necessidade de baixas concentrações de amostras (1-10 mg/mL), 

além de ser uma técnica não destrutiva e relativamente fácil de operar (Corrêa e Ramos, 

2009). 

As proteínas de um modo geral apresentam regiões com arranjos helicoidais 

intercaladas com regiões menos estruturadas na constituição de sua estrutura secundária. 

Para uma molécula apresentar bandas de CD, deve apresentar quiralidade local ou global 

(Mulkerrin, 1996). A quiralidade da molécula pode ser estudada por dois métodos. Um é a 

polarimetria, no qual a amostra é analisada por uma luz monocromática polarizada 

linearmente. Amostras opticamente ativas giram o plano da luz e o ângulo formado na 

rotação (em miligraus) é medido. O segundo é o dicroísmo circular no qual uma luz 

polarizada tanto à esquerda quanto à direita passa através da amostra e a diferença de 

absorção dos componentes da esquerda e da direita são medidos ( A = AE – AD). Uma 

amostra opticamente ativa vai absorver diferentemente a luz polarizada circularmente para 

a esquerda e para a direita obedecerá à lei de Lambert-beer (Corrêa e Ramos, 2009). 

Para proteínas, os resultados de CD são apresentados normalmente na forma de 

elipticidade molar por resíduo [ ] (deg.cm2.dmol-1). Esse valor é obtido a partir da seguinte 

relação:  

  

  

Em que  é o valor da elipticidade obtido descontando o valor do tampão; 100 é um 

fator de conversão; M massa molar da proteína (kDa); C concentração da proteína 
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(mg/mL), l caminho óptico da cubeta (cm) e n número de resíduos de aminoácidos (Kelly e 

Price, 2000; Corrêa e Ramos, 2009). 

 Espectros de CD de proteínas são assimétricos devido às ligações peptídicas e 

moléculas sem um plano de simetria apresentam fenômeno de dicroísmo circular. O 

cromóforo amida da ligação peptídica aparece em grandes quantidades no espectro de CD 

abaixo de 250 nm. Grupos amidas possuem duas transições eletrônicas de baixa energia que 

são caracterizadas com transição n →
* e 0 →  * mostrando dicroísmo circular em 215-

230 nm e 185-200 nm respectivamente. A transição n →
* é eletricamente proibida, mas 

magneticamente permitida, sendo responsável pela banda negativa em 222 nm 

característica do espectro de -hélice e pela banda negativa 216-218 nm característica do 

espectro de folha- . A transição 0 →  * é responsável pela banda positiva em 190 nm e 

pela banda negativa em 208 nm característica do espectro -hélice e pela banda positiva em 

198 nm, característica do espectro de folha-  (Corrêa e Ramos, 2009).  

 sPLA2 pura e sPLA2 tratadas com os compostos foram solubilizadas em água e a 

concentração final da proteína foi ajustada para 15µM. As amostras foram transferidas para 

uma cubeta de quartzo de 0,1cm. O espectro de dicroísmo circular foi medido no intervalo 

de comprimento de onda de 195–296 nm em um J-715 espectropolaroíde (Jasco Corp., 

Japan) com fenda de 1 nm e um tempo de resposta de 4 s. A coleta de dados foi realizada à 

temperatura de 20ºC, com velocidade de scan de 50 nm/min. Vinte scans foram obtidos 

para cada amostra e todos os espectros foram corrigidos pela subtração do tampão branco. 
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3.5.3 Estudos de estabilidade térmica 

A espectroscopia de dicroísmo circular também é largamente usada para verificar 

estabilidade proteica através de condições desnaturantes tais como alterações na 

temperatura, adição de químicos com a uréia e guanidina e mudanças no pH. Esse processo 

ocorre porque o desnaturante diminui a estabilidade da proteína e essa conseqüentemente 

começa a desenovelar perdendo sua estrutura. Esse processo é facilmente visível já que o 

espectro de randon-coil é bem diferente dos espectros da proteína enovelada (Figura 12) 

(Corrêa e Ramos, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Perfil dos espectros de CD para -hélices, folhas-  e estrutura randon coil 
(Nottingham University). 

 

A desnaturação da proteína pode ser determinada escolhendo um comprimento de 

onda especifico em que há diferença no sinal da proteína enovelada e desenovelada. Para 

proteínas com presença de -hélice um bom comprimento de onda é de 222 nm, já que 

nessa condição a proteína possui um alto sinal de CD e quase nenhum quando a proteína 

está desenovelada (Corrêa e Ramos, 2009). 
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Análises de estabilidade para verificar alterações na estrutura secundária pelo sinal de 

CD em função do aumento da temperatura, foram realizadas com a sPLA2 nativa e as 

sPLA2 tratadas quimicamente. Assim, amostras das proteínas com concentração de 15 M 

foram aquecidas de 20ºC a 90ºC, com velocidade de 1ºC por minuto, com comprimento de 

onda constante de 222 nm. O equipamento usado foi um espectropolaroíde J-715 Jasco. 

Ao final as amostras foram resfriadas a temperatura de 20ºC e um novo scan de 

dicroísmo foi realizado. 

 

3.5.4 Fluorescência Intrínseca 

A espectroscopia de fluorescência é uma das principais técnicas atualmente 

empregada em estudos com proteínas e peptídeos, especificamente em análises estruturais, 

conformacionais e de interações com outros tipos de estruturas moleculares (D´Auria, 

2003). Essa técnica baseia-se na propriedade de certos grupos químicos, denominados 

cromóforos, de absorver e emitir radiação eletromagnética (Vivian e Callis, 2001). Um 

grupo cromóforo absorve radiação eletromagnética através de um processo mecânico e 

quântico, onde o mesmo é transformado de um estado fundamental para um estado 

excitado. A energia proveniente do fóton de luz absorvido corresponde à diferença de 

energia entre esses dois estados. A restituição de uma fração desta energia absorvida, ou 

seja, a emissão de fótons a partir do estado eletronicamente excitado denomina-se 

luminescência, que pode ser dividido em dois tipos, fluorescência e fosforescência, 

dependendo da natureza do estado fundamental e excitado (Lichtman e Conchello 2005). A 

absorção e emissão de luz são bem ilustradas pelo diagrama de nível de energia sugerido 

por A. Jablonski em 1935. Os estados fundamentais, primeiro e segundo níveis, são 
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descritos como S0, S1 e S2 respectivamente (Figura 13). Associado a cada estado 

eletrônico, está uma série de estados vibracionais (0, 1, 2, etc.) que correspondem às 

diferentes energias vibracionais das moléculas. À temperatura ambiente, a maioria das 

moléculas permanece no nível vibracional mais baixo do estado fundamental, ou seja, S0 

(0). 

A absorção de um fóton por uma molécula ocorre usualmente para um dos níveis 

vibracionais do estado excitado denominado singlete de modo que o espectro de absorção 

molecular representa a diferença de energia entre o estado fundamental (S0) e os diversos 

níveis vibracionais dos estados excitados singlete. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Diagrama de Jablonski (h A é a energia de absorção ou excitação, h F é a 
energia de fluorescência e h P é a energia de fosforescência) (Lakowics, 1999-modificado). 
 
 

Na fluorescência, o retorno dos elétrons para um dos vários níveis de energia 

vibracional ou rotacional de S0, ocorre pela emissão de um fóton de luz, o qual corresponde 
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à diferença de energia entre S1 (0) e um nível vibracional particular de S0 (transição 4 – 

Figura 13). Assim, da mesma maneira que a absorção de luz ocorre entre o estado 

vibracional inferior de S0 [S0(0)] e um dos diversos níveis vibracionais de S1, o processo 

de fluorescência ocorre a partir do S1(0) para qualquer um dos níveis vibracionais de S0. 

Neste caso, haverá um espectro de energia de fluorescência destes fótons, o qual é medido e 

representado por um espectrofotômetro de fluorescência. 

A fluorescência intrínseca de proteínas é devido aos aminoácidos aromáticos tais 

como triptofano, tirosina e fenilalanina. O triptofano possui um anel indólico que é 

responsável pela absorção UV e emissão de proteínas. Tirosina possui características 

similares ao triptofano, entretanto, seu espectro de emissão é estreitamente mais distribuído 

na escala do comprimento de onda. Emissões de fenilalanina são observadas somente 

quando a proteína não possui triptofano e tirosina (Lakowicz, 1999).  

A emissão do triptofano é altamente sensível ao meio em que se encontra a proteína, e 

devido a isso é muito utilizado como um grupo repórter para mudanças conformacionais 

das proteínas. Espectros de emissão de proteínas têm mostrado vários fenômenos, tais 

como: ligação de ligantes, associação proteína-proteína e desenovelamento protéico 

(Lakowics, 1999). 

A intensidade de fluorescência de sPLA2 nativa e sPLA2 tratada quimicamente com 

os compostos foi monitorada com um Varian Cary Eclipse. As proteínas foram 

solubilizadas em água e as medidas foram realizadas usando uma cubeta de quartzo de 1cm 

com temperatura constante de 37ºC. Para analisar a fluorescência de resíduos com o 

triptofano e tirosina, as amostras foram excitadas com comprimento de onda de 280 nm e a 

emissão foi medida em um intervalo de 300 a 450nm. 
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3.5.5 Espectrometria de massa 

Uma das técnicas mais poderosas disponível em um laboratório de análise é a 

espectrometria de massas. Essa técnica permite a identificação de compostos pela formação 

de íons e com separação e detecção baseada na relação massa/carga (m/z) (Kicman et al., 

2007). 

O uso da espectrometria de massa para biomoléculas como proteínas e peptídeos 

iniciou-se na década de 90 com a chegada de duas técnicas de ionização: eletrospray e 

ionização por dessorção a laser induzida por matriz (MALDI). Ambas as técnicas 

possibilitam que as amostras sejam brandamente ionizadas permitindo que as moléculas 

permaneçam relativamente intactas durante o processo de ionização (Kicman et al., 2007). 

A ionização por eletrospray pode ser feita no modo positivo ou negativo. No modo 

positivo a amostra é acidificada formando moléculas protonadas e seus contra-íons. 

Posteriormente, a solução é nebulizada através de um tubo capilar onde se aplica uma alta 

voltagem. Desse modo, os ânions presentes na solução serão neutralizados pelo capilar e as 

gotas formadas pela nebulização conterão excesso de cargas positivas (moléculas 

protonadas). O solvente presente nas gotículas é evaporado restando, assim, a molécula 

protonada na fase gasosa. Para ionização no modo negativo, usam-se uma solução básica e 

um potencial negativo no capilar para se produzir os íons negativos (Chaurand et al., 1999). 

Na técnica de MALDI, a amostra é misturada com uma matriz (geralmente um ácido 

orgânico aromático) formando uma “mistura sólida”. Um pulso de laser, com comprimento 

de onda próximo do UV, incide sobre essa mistura e a energia do laser é absorvida pela 

matriz, que tem o máximo de absorção perto do comprimento de onda do laser. Desse 

modo, a matriz evapora e o analito que estava incluso na matriz, agora se encontra na fase 
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gasosa altamente energética. A formação dos íons (ionização) ocorre através da 

transferência de carga (ex: transferência de prótons) das moléculas da matriz para o 

composto que fica na forma de MH+. Os íons formados recebem uma alta energia cinética 

inicial (K) que os impulsiona para o analisador de massas Time-of-flight (TOF), onde são 

separados de acordo com o tempo de vôo, considerando a distância na qual o íon se 

movimenta até atingir o detector. Íons mais leves chegam mais rapidamente no detector, 

enquanto os íons mais pesados demoram mais tempo (Chaurand et al., 1999). 

A massa molecular de sPLA2 e sPLA2 tratatada com quercetina (sPLA2:Q) de 

Crotalus durissus terrificus foram determinadas usando a técnica de MALDI-TOF (matrix-

assisted laser desorption ionazation-time-of-fligth) em um Voyager-DE PRO MALDI-TOF 

(Applied Biosystems). 1 L de amostra com 0,1% de TFA foi misturado com 2 L da 

matriz ácido -ciano-4-hidroxicinâmico, 50% de acetonitrila. A matriz foi preparada com 

30% de acetonitrila e 0,1% de TFA (v/v). Massas de íons foram determinadas com voltage 

de aceleração de 25 kV, e o laser operado a 2890 J/com2, com 300ns de atraso e no modo 

linear. 

 

3.6 Atividades Biológicas 

3.6.1 Edema de Pata – inflamação 

 O ensaio farmacológico de edema de pata foi realizado em camundongos fêmeas 

Swiss (18-20g) (n=5). Para avaliar a indução do edema, foram testadas sPLA2 em três 

situações diferentes: 1) sPLA2 pura (1µg/1µL); 2) sPLA2 tratada previamente com 

quercetina e hecogenina e 3) sPLA2 co-incubadas com os compostos nas concentrações de 

0,5 µg/µL, 1,0 µg/µL e 2,0 µg/µL.   
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Na primeira etapa, foi testada a indução de edema por sPLA2 pura e sPLA2 incubada 

previamente com os compostos. Para isso, foi injetado na região subplantar, 25 µL de 

solução aquosa com 5% de DMSO (controle), 25 µL de sPLA2 pura (1µg/1µL) e 25 µL de 

sPLA2 incubada previamente com o composto (1µg/1µL). Na segunda etapa, a formação 

de edema foi avaliada na condição de co-incubação, para isso foram misturados 12,5 µL de 

sPLA2 (1µg/1µL) com 12,5 µL de água (controle) e 12,5 µL de sPLA2 com 12,5 µL dos 

compostos nas concentrações de 0,5 µg/µL, 1,0 µg/µL e 2,0 µg/µL. Imediatamente após a 

co-incubação, a mistura foi injetada na pata do camundongo. O volume das patas em todas 

as etapas foi medido nos intervalos de tempo de 15, 30, 60, 120, 180 e 360 minutos, 

utilizando um hidropletismômetro (modelo 7150, Ugo Basile, Itália). 

 

3.6.2 Creatina Quinase – miotoxicidade 

A atividade da creatina quinase plasmática (CK) foi medida usando um kit de cinética 

CK-UV (Laborlab). Os ensaios foram realizados em duas etapas: 1) avaliação da quercetina 

e hecogenina na atividade da sPLA2 através de incubação prévia. Para isso, foi injetado no 

músculo gastrocnêmio de camundongos Swiss (n=5), 25 µL de solução aquosa com 5% de 

DMSO (controle), 25 µL de sPLA2 pura (1µg/1µL) e 25 µL de sPLA2 incubada 

previamente com o composto (1µg/1µL). 2) avaliação do efeito miotóxico através da co-

incubação da quercetina e hecogenina com sPLA2 pura. Assim, 12,5 µL de sPLA2 

(1µg/1µL) com 12,5 µL de água (controle) e 12,5 µL de sPLA2 com 12,5 µL dos 

compostos nas concentrações de 0,5 µg/µL, 1,0 µg/µL e 2,0 µg/µL foram testados. Em 

ambas as etapas, amostras de sangue foram coletadas da cauda em tubos capilares 

heparinizados e centrifugados para separação do plasma. A atividade de CK foi 



 

 

 40

determinada usando 4µL do plasma, de acordo com o manual de instrução do kit. A 

atividade foi expressa em U/L. 

 

3.6.3 Agregação plaquetária. 

A atividade de agregação plaquetária foi feita como descrita por Toyama et al. (2006). 

Voluntários saudáveis, que não tomaram medicamentos nos últimos 15 dias doaram 

sangue. O sangue foi colocado em tubos plásticos contendo 1:10 do volume final de ácido 

cítrico dextrose (ácido cítrico 3%, citrato trissódico 4%, glicose 2%; 1:9 v/v), e 

centrifugado a 200g por 15 minutos a 20ºC para obtenção do plasma rico em plaquetas 

(PRP). Para preparar as plaquetas lavadas, o PRP foi centrifugado a 800g por 12 minutos a 

20oC na presença de tampão de lavagem (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, Citrato de sódio 12 

mM, glucose 10 mM and sacarose 12 mM; pH 6; 5:7 v/v. O sobrenadante foi desprezado e 

o precipitado de plaquetas foi ressuspendido em solução Krebs livre de Ca2+ (Radomski e 

Moncada, 1983). 

A medida de agregação foi realizada usando-se um agregômetro de dois canais 

(Payton Scientific Instruments, Inc, Buffalo, NY). O PRP representa 0% de agregação, 

determinando-se uma linha de base para o aparelho que foi calibrado contra PL, que 

apresenta 100% de agregação, determinando-se um pico máximo. Com isso foi possível 

determinar uma amplitude para o registro de agregação deste plasma. A calibração foi 

realizada contra solução de Krebs (NaCl 118mM, NaHCO3 25mM, D-glicose anidra 

5,6mM e KCl 74g/L). Uma suspensão de PL (400 ul) foi mantida sob agitação constante 

(900 rpm) no agregômetro em cuvetas a 37ºC. Os experimentos de agregação foram 

realizados em triplicatas, utilizando-se sPLA2 nativas, PLA2 modificada com os compostos 
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e sPLA2 co-incubadas com os compostos nas concentrações de (0,5 µg/µL, 1,0 µg/µL e 2,0 

µg/µL). 

O experimento de agregação plaquetária foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa – Faculdade de Ciências Médias, sob o protocolo CAEE 0323.0.146.000-09.  

  

3.7 Modelagem Molecular – Docking  

A estrutura otimizada da quercetina foi inicialmente analisada usando o método AM1 

(Dewar, 1985) implementado no programa BioMedCache (BioMedCache, 1989) com 

valores padrões para os critérios de convergência. 

Os cálculos de docking foram realizados com o programa GOLD 4.0 (Jones, 1997) 

para obter a afinidade in silico da quercetina com relação à sPLA2. A estrutura foi tomada a 

partir do banco de dados de proteínas (PDB) sob o código 2QOG. Para os cálculos foi 

considerada a flexibilidade da quercetina e da sPLA2 a fim de representar o encaixe 

induzido gerado pela presença de um ligante não-ativo. Os resíduos Phe5, His48 e Asp49 

foram configurados de uma maneira que as torções de suas cadeias laterais foram 

consideradas ativas durante os cálculos. O sítio ativo foi definido como todos os átomos 

dentro de um raio de 10.0 Å da histidina, que segundo o UniProt Data Bank (Swiss Prot.) é 

um resíduo importante. Além disso, os parâmetros para configuração do Genetic Algorithm 

(GA) usado no GOLD foram ajustados para dar a melhor solução com uma pesquisa mais 

alargada. 

Os estudos de docking para sPLA2:Q de Crotalus durissus terrificus foram realizados 

em parceria com o Laboratório de Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas da 

Universidade Federal do Ceará (PE).  
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3.8 Análise Estatística  

Os resultados foram expressos como média e desvio padrão da média. As diferenças 

observadas foram determinadas por analíse de variância, seguido pelo teste de Dunnett’s 

quando vários grupos experimentais foram comparados com o grupo controle. O limite de 

confiança foi de 5%. Coeficiente de variabilidade foi calculado quando aplicável adotando 

valores menores que 10%. 
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Crotalus durissus terrificus 

4.1 Purificação da sPLA2. 

Para a purificação da sPLA2 cataliticamente ativa isolada de Crotalus durissus 

terrificus foi utilizado somente a metodologia de CLAE em fase reversa. O veneno dessa 

serpente apresenta três isoformas de sPLA2 conhecidas como F15, F16 e F17, como 

mostrado na Figura 14(a). Para realização dos ensaios foi isolada a fração correspondente a 

isoforma F15. Após isolamento da fração correspondente a isoforma F15, um único pico 

pode ser observado Figura 14(b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Figura 14: (a) Perfil cromatográfico do fracionamento do veneno total de Crotalus 

durissus terrificus por CLAE em fase reversa; (b) Presença de um único pico 
correspondente a sPLA2 pura.  
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4.2 Quercetina 
4.2.1 Tratamento químico– pré incubação. 

Uma vez isolada a sPLA2 (F15), uma parte dessa enzima foi tratada com quercetina 

como descrito no item 3.3.4. Após o tempo de incubação da sPLA2 com a quercetina, a 

mistura resultante (sPLA2:Q) foi purificada novamente em uma coluna C5 de fase reversa 

utilizando as mesmas condições do fracionamento do veneno total. A Figura 15 mostra o 

perfil cromatográfico de eluição a sPLA2 tratada sobreposta com o perfil da sPLA2 nativa. 

O resultado apresentado mostra uma mudança no tempo de retenção após tratamento com 

quercetina 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
Figura 15: Perfil cromatográfico da sPLA2 nativa sobreposto com o perfil de sPLA2 
previamente tratada com quercetina (sPLA2:Q)  

 

 

4.2.2 Atividade Enzimática das sPLA2 

Após o isolamento e tratamento químico com quercetina a sPLA2 de Crotalus 

durissus terrificus foi testada a atividade enzimática da sPLA2 utilizando o 4N3OBA como 

substrato. Na Figura 16(a) pode se observar que o prévio tratamento de sPLA2 com 
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quercetina induziu uma forte diminuição na atividade enzimática. Para analisar em números 

a diminuição causada pela quercetina, foi plotado um gráfico de barras (Figura 16b) após 

20 min. de reação. A velocidade de reação para sPLA2 nativa foi de 0,33 ± 0,04 

mmoles/min, enquanto que para sPLA2 tratada com quercetina foi de 0,20 ± 0,02 

mmoles/min, mostrando uma diminuição de 40 % da atividade enzimática.   

                                                                                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16: Ensaio enzimático sPLA2 e sPLA2:Q (a) atividade enzimática foi analisada 
usando 4N3OBA como substrato e monitorado com comprimento de onda de 425nm a 
37ºC. (b) atividade enzimática após 20 minutos de reação. Barras de erro indicam EPM 
*P<0,05 comparado com atividade da sPLA2 (n=5). 

  

 

4.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

O perfil da massa molecular em PAGE-SDS, da fração de sPLA2 extraída do veneno 

de Crotalus durissus terrificus está mostrado na Figura 17. Como observado, as frações 
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apresentam somente uma banda e massa molecular de ~14 kDa, tanto em condições não 

reduzidas como em condições reduzidas com DTT. Esses resultados confirmam que as 

sPLA2 apresentam somente uma cadeia polipeptídica estando de acordo com os dados 

encontrados para outras sPLA2 descritas na literatura (Gutierréz e Lomonte,1995; Arni e 

Ward, 1996; Toyama, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17: Perfil eletroforético das amostras de sPLA2 nativa e sPLA2:Q nas condições 
normais e reduzidas (sPLA2_R). 

 

4.2.4 Dicroísmo Circular (CD) 

 As medidas de dicroísmo circular foram realizadas com o objetivo de verificar 

possíveis modificações em nível de estrutura secundária da sPLA2 causada pela interação 

da quercetina com a proteína. O perfil espectroscópico de CD da sPLA2 nativa e sPLA2:Q 

está representado na  Figura 18. 

A presença de bandas características de -hélice na região próximas a 208 e 220 nm 

vão de encontro com os dados da literatura, já que é sabida a existência de três -hélices na 

estrutura da sPLA2. Entretanto, foram observadas mudanças no espectro após tratamento 
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com quercetina, sugerindo que este composto causa modificações na estrutura secundária 

da sPLA2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Perfil espectroscópico de dicroísmo circular de sPLA2 e sPLA2:Q em meio 
aquoso. A concentração de ambas as proteínas foi de 15 M. 

4.2.5 Estudos de Estabilidade Térmica 

Além da avaliação nas alterações em nível de estrutura secundária da sPLA2 nativa e 

sPLA2:Q, foram realizados também experimentos para verificar a estabilidade térmica das 

proteínas. O objetivo desse experimento é utilizar o aumento gradativo da temperatura e 

associar com possíveis eventos de desenovelamento protéico. Desta forma, as amostras 

foram aquecidas de 20ºC a 90ºC com comprimento de onda de 222 nm e, em seguida, 

foram resfriadas as condições inicias. A Figura 19(a) mostra o espectro obtido durante o 

aquecimento e o resfriamento da sPLA2 e figura19(b) o espectro de sPLA2 e sPLA:Q 

durante o aquecimento.  
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De acordo com o resultado obtido (Figura 19a), pode-se observar grande estabilidade 

da sPLA2, pois mesmo a uma temperatura (90ºC) a proteína não perdeu completamente sua 

estrutura. Esse fato está diretamente relacionado com existência de 7-8 ligações dissulfeto 

da proteína que atribui uma forte estabilidade a mesma e possibilita um retorno a sua forma 

inicial após o resfriamento. Espectros de CD foram realizados após os ensaios de 

estabilidade, porém nenhuma modificação foi observada, mostrando que a conformação da 

proteína se manteve a mesma. Na Figura 19(b) pode se observar que não houve 

modificações estruturais durante o aquecimento de sPLA2 após tratamento com a 

quercetina. O fato de quercetina não alterar a estabilidade térmicada sPLA2 indica que 

interações ou ligações desse composto com a proteína não interferem nas ligações de 

dissulfeto, permitindo que sPLA2 mantenha sua estrutura. 
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Figura 19: Espectros de estabilidade em função de variações na temperatura. (a) 
aquecimento (ida) e resfriamento (volta) da proteína nativa. (b) aquecimento de sPLA2 e 
sPLA2:Q 

  

4.2.6 Fluorescência Intrínseca 

Devido às informações que a técnica de fluorescência pode fornecer, principalmente 

em relação ao monitoramento de fluorescência intrínseca do triptofano, escolheu-se essa 

técnica para avaliar mudanças na estrutura proteica de sPLA2 causada pela interações com 

a quercetina. A Figura 20 mostra o espectro de fluorescência de sPLA2, sPLA2:Q e 

quercetina nas mesmas condições. 

Comparando os espectros, pode-se observar uma maior intensidade na fluorescência 

do sPLA2 modificada quimicamente pela quercetina. Entretanto o espectro da quercetina 

mostra um pico de fluorescência próximo a região do triptofano, sugerindo que o aumento 
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da fluorescência total da proteína pode ser causado devido a ligação da quercetina com a 

proteína.  

  

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Espectro de emissão de fluorescência de sPLA2 e sPLA2:Q, á 52 M em água. 
Excitação de 280 nm e emissão de 350 nm. 
 

4.2.7 Espectrometria de massas 

Para verificar mudanças no peso molecular da sPLA2 foi realizado a espectrometria 

de massa utilizando o método de MALDI-TOF. De acordo com a Figura 21, pode se 

observar que sPLA2 e sPLA2:Q apresentaram peso de 14158,4 Da e 14460,6 Da 

respectivamente, uma diferença de 302,2 Da, indicando a presença de uma molécula de 

quercetina acoplada com a proteína. 
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Figura 21: Espectrometria de massa por MALDI-TOF de sPLA2 e sPLA2:Q, mostrando 

uma diferença de massa correspondente à uma molécula de quercetina. 

 

4.2.8 Edema de Pata  

Para avaliar a ação da quercetina sobre a atividade inflamatória da sPLA2 verificou se 

a formação de edema em camundongos nas diferentes condições como descrito no item 

3.6.1. Primeiramente, foi analisada a formação de edema com a sPLA2 nativa e com sPLA2 

pré-incubada com quercetina. Assim foi injetada na pata direta de camundongos 25µL de 

cada proteína. Após adição do veneno, é possível observar um inchaço causado pela 

formação do edema (Figura 22) 
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Figura 22: Formação de edema observada através do inchado da pata direita do 
camundongo. 

 

A Figura 23 ilustra graficamente o edema causado pela sPLA2 nativa. Como pode 

ser observar o edema é caracterizado como um fenômeno agudo, com efeito máximo aos 30 

minutos. Na presença da quercetina, pode-se observar que esta não aboliu a atividade 

edematogênica induzida pela sPLA2. Esse resultado está de acordo com os dados da 

literatura, já que mostram que a diminuição da atividade enzimática não influencia a 

formação de edema, indicando diferentes sítios ativos para ambas as atividades (Teixeira et 

al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Edema de pata em camundongos induzido por sPLA2 – nativa e sPLA2:Q de 
Crotalus durissus terrificus (n=5). 
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Em seguida, foi analisado o efeito da quercetina sob a sPLA2 através de da co-

incubação. Para isso, foram misturados 12,5 µL de sPLA2 (1µg/µL) com 12,5 µL de 

quercetina nas concentrações de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL e imediatamente 

aplicado na pata do camundongo. A sPLA2 nativa, usada como controle foi misturada com 

12,5 µL de água para manter a mesma concentração.  

A partir da Figura 24 pode-se observar que somente na concentração de 2,0 mg/mL 

a quercetina foi capaz de diminuir a formação de edema.   

 

 

 

 

 

 
 
Figura 24: Edema de pata em camundongos induzido pela co-incubação de sPLA2 com 
três diferentes concentrações de quercetina (n=5). 

 

4.2.9 Creatina quinase – miotoxicidade 

A creatina quinase é responsável por catalisar a transferência reversível do grupo N-

fosforil da fosfocreatina para uma molécula de ADP regenerando ATP e formando creatina. 

Nos últimos anos, essa enzima vem sendo muito utilizada como indicador bioquímico na 

ocorrência de lesão muscular e sua presença no plasma sanguíneo sugerindo a existência de 

uma elevada agressão sobre as fibras musculares (Barbosa et al., 2003).  
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Com o objetivo de avaliar o efeito da quercetina sobre a ação miotóxica da sPLA2, 

três diferentes condições, como indicado no item 3.6.2 foram testadas. Primeiramente foi 

avaliada a ação da quercetina pela pré-incubação com a proteína. Desta forma, foi injetado 

no músculo gastrocnêmio de camundongos 25 L de sPLA nativa (1 g/ L) e de sPLA2 

pré-incubada com quercetina (1 g/ L). Para avaliação do efeito foi usado o kit CK-NAC, o 

qual mede os níveis de creatina quinase presente no sangue.  

Nesta primeira análise foi observada uma alta atividade miotóxica (Figura 25), 

correspondente a 821,39±107,8 U/L de CK. Entretanto esse valor diminui em torno de 40% 

quando a proteína é pré-incubada com quercetina, apresentando um valor de 492,28±71,5 

U/L. Esse resultado indica que o sítio miotóxico da sPLA2 é distinto do sítio ativo referente 

à atividade edematogênica, mas que a atividade miotóxica pode estar diretamente 

relacionada com o sitio catalítico da enzima, uma vez que também foi observada uma 

diminuição de 40% na atividade catalítica após tratamento com quercetina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Ensaio de miotoxidade através dos níveis de creatina quinase. Diminuição de 
40% após pré-incubação com quercetina. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado 
com atividade da sPLA2 (n=5). 
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 A segunda análise foi realizada a partir da co-incubação da sPLA2 com as 

concentrações de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de quercetina. Imediatamente após a 

incubação as amostras foram injeta do músculo dos camundongos.  

 Como mostrado na Figura 26, pode-se observar uma diminuição na atividade 

miotóxica quando a proteína é co-incubada com quercetina. De acordo com os resultados a 

sPLA2 apresentou 404,35±6,97 U/L enquanto que a co-incubação com quercetina na 

concentração de 0,5 mg/mL [Q(0,5)] apresentou 247±11,85 U/L, com Q(1,0) 317,23±4,68 

U/L e Q(2,0) 276,99±8,07 U/L, uma diminuição de 38,68%, 21,60% e 31,50% 

respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26: Miotoxidade após co-incubação da sPLA2 com quercetina nas concentrações de 
0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com atividade da 
sPLA2 (n=5) 
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4.2.10 Agregação Plaquetária 

A agregação plaquetária consiste na formação de pontes intracelulares entre proteínas 

solúveis (principalmente fibrinogênio e fator VIII) e glicoproteínas insolúveis GP-Ib e GP-

IIIa presente nas membranas plasmáticas. Esse processo é desencadeado quando a 

concentração de fibras expostas de colágeno é muito alta ou quando há presença de 

agonistas, tais como, ADP, ácido araquidônico, trombina, serotonina e epinefrina (Weiss e 

Lages, 1997). 

A sPLA2 de veneno de serpente é capaz de inibir ou induzir a agregação plaquetária 

(Lu et al., 2002). Kini e Evans (1990) mostraram que PLA2 de serpentes é capaz de inibir a 

agregação induzida por trombina, sendo essa atividade independente da atividade catalítica. 

Entretanto, outras PLA2s mostraram se capazes de induzir agregação através da hidrólise 

de fosfolipídios de membrana e da liberação de ácido araquidônico e subseqüentemente 

síntese de prostaglandina (Kini e Evans, 1990). 

Para avaliar o efeito de quercetina sobre a habilidade de sPLA2 induzir ou inibir a 

agregação foi testada somente no processo de pré-incubação. A viabilidades das plaquetas 

foram testadas com ADP. A Figura 27(a) e 27(b) mostra a agregação plaquetária induzida 

pela sPLA2 de Crotalus durissus terrificus nativa e sPLA2 tratada com quercetina, 

respectivamente, em três diferentes concentrações.   

sPLA2 nativa mostrou uma habilidade moderada em causar agregação, já que sPLA2 

de Crotalus durissus cascavella induziu em torno de 85% de agregação na  concentração de 

3 g/ L (Fonseca et al., 2006) e sPLA2 de Crotalus durissus terrificus induziu 70% de 

agregação na concentração de 15 g/ L. O tratamento prévio com quercetina diminui para 

32% o indução de agregação na mesma concentração, uma diminuição de 54%. Na 
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concentração de 10 g/ L a agregação plaquetária tende a diminuir, chegando a um valor 

próximo de zero. 

Os resultados mostram que o tratamento prévio de sPLA2 com quercetina é 

importante para diminuição do efeito de agregação plaquetária, sugerindo uma possível 

relação dessa atividade com a atividade enzimática (Kini e Evans, 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Ensaio de agregação plaquetária, gráfico dose dependente (a) sPLA2 nativa; (b) 
sPLA2 com quercetina. Concentração das sPLA2: 1 g/ L. 

 

Os resultados mostram que a quercetina tem grande efeito sobre a atividade da 

sPLA2, alterando de forma significativa o perfil de agregação. Esse resultado indica que ao 

interagir com a proteína, a quercetina tende a modificar a estrutura proteica e então diminui 

a capacidade de agregação. Este resultado está de acordo com a literatura, pois segundo 

Formica e Regelson (1995), alguns flavonóides como a rutina e a quercetina são capazes de 

prevenir a agregação plaquetária através de interferências na biossíntese de ecoisanóides.  
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4.2.11 Modelagem Molecular – Docking 

O estudo de modelagem da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus acoplada com a 

quercetina foram realizado no Laboratório de Farmacologia de Venenos, Toxinas e 

Lectinas da Universidade Federal do Ceará.  

A melhor solução de docking para a quercetina pode ser observada na Figura 28. A 

pontuação do GOLD para esse resultado foi de 43,94, mostrando uma boa afinidade da 

quercetina com a proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Solução de docking para quercetina (modelo de bastão) e resíduos importantes 
para interações com o alvo, além do íon Ca2+ e oxigênio da molécula de água. 

 

As razões moleculares para a estabilidade da quercetina no sitio ativo da sPLA2 pode 

ser explicado principalmente pela presença de importantes interações intermoleculares 

(Figura 29), tais como: i) ligações de hidrogênio com os resíduos Cys45 30 e His48, com 

2,69 e 3,00 Å respectivamente; ii) ligação de hidrogênio com molécula de água 188 com 

3,16 Å ; iii) um contato polar com o íon Ca2+ com 3,19 Å; e iv) interações hidrofóbicas com 

o resíduo Phe5 podem favorecer a estabilidade do complexo quercetina-sPLA2. 
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Figura 29: Esquema detalhado da região do sítio ativo da sPLA2 (distancias em Å). 
Átomos de hidrogênio foram omitidos e linhas ligadas ao íon Ca2+ representam a 
coordenação poliedral. 
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Como primeira fase do trabalho, uma sPLA2 purificada do veneno de Crotalus 

durissus terrificus foi submetida a tratamento químico com a quercetina (pré-incubação), 

um flavonóide conhecido pela sua atividade antiinflamária (Lindahl e Tagesson, 1997). 

Após o tratamento, análise de dicroísmo circular mostrou uma modificação na estrutura 

secundária da proteína, resultado similar com o obtido por Iglesias e colaboradores (2005) 

com sPLA2 purificada do veneno de Crotalus durissus cascavella e tratada com o 

flavonóide morina. Entretanto, a quercetina não alterou a estabilidade térmica da sPLA2. A 

Análise da fluorescência intrínseca do triptofano também foi realizada a fim de se observar 

mudanças em nível de estrutura terciária. Devido ao seu anel aromático, triptofano é 

geralmente encontrado parcialmente ou totalmente inserido na região hidrofóbica da 

proteína, assim ele pode tornar-se mais ou menos exposto dependendo das condições do 

meio (Royer, 2006). Após tratamento com quercetina, foi observado um aumento no 

espectro de fluorescência, possivelmente causado devido à fluorescência da quercetina, que 

apresenta um pico próximo da região do triptofano, portanto nada pode se concluir sobre 

mudanças na estrutura terciária da proteína após pré-incubação com o composto. 

O tratamento com quercetina causou uma diminuição de 40% na atividade enzimática 

da sPLA2, resultado similar ao obtido após tratamento com brometo de p-bromofenacil 

(pBPB), um inibidor de PLA2. De acordo com os resultados de docking, quercetina se liga 

no resíduo His48, levando a uma diminuição da atividade enzimática. Como demonstrado 

por alguns autores, esse resíduo é fundamental para a atividade catalítica, uma vez que está 

envolvido na primeira etapa da reação (Verheij et al., 1980; Scott e Sigler, 1994). Desta 
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forma, os resultados sugerem que a ligação da quercetina interfere na ligação entre a 

enzima e o substrato.  

As sPLA2 presentes em venenos de serpentes exercem uma grande variedade de 

efeitos farmacológicos, dentre eles, uma importante atividade edematogênica (Gutiérrez e 

Lomonte 2003). O edema induzido pelos venenos se caracteriza por ser de aparecimento 

imediato, podendo alcançar seu pico em intervalo de 15-30 minutos (Cardoso et al., 2001). 

Estas substâncias podem induzir edema através da liberação do ácido araquidônico em 

conseqüência da degradação enzimática da membrana fosfolipídica, aumentando a 

biossíntese de eicosanóides. Segundo Teixeira e colaboradores (2003), três formas de PLA2 

estão envolvidas com a liberação de ácido araquidônico: tipo IV; PLA2 citossólica e PLA2 

secretórias do tipo II e V. Uma vez liberado o ácido araquidônico é convertido em 

intermediários instáveis (PGG2 e PGH2) pelas ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1; COX-2) e 

então PGH2 é convertido nas prostaciclinas ativas PGD2; PGE2;PGF2 ; PGI2 ou em 

tromboxanos A2 (TXA2) através da ação de síntases específicas. Prostaglandinas tem um 

importante papel na inflamação e na hiperalgesia. Embora elas pareçam não estar 

relacionada diretamente com efeitos de permeabilidade vascular, PGE2 e PGI2 aumentam a 

formação de edema e infiltração de leucócitos promovendo o fluxo sanguíneo na região 

inflamada (Teixeira et al., 2003). 

 Os lipídios hidroperóxidos resultantes do metabolismo do ácido araquidônico pelas 

enzimas lipoxigenases (5-, 12-, e 15-, lipoxigenases) também exercem função relevante 

como mediadores de inflamação. O peptidoleucotrienos (LTC4; LTD4 e LTE4) apresentam 

grande efeitos na permeabilidade vascular (Teixeira et al., 2003). 
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Vários estudos têm investigado os efeitos anti-inflamatórios dos flavonóides bem 

como seus efeitos sobre os sítios farmacológicos e catalíticos das sPLA2 (Lindahl e 

Tagesson, 1997; Kim et al., 2001; Iglesias et al., 2005; Lättig et al., 2007; Toyama et al., 

2009). Segundo esses modelos, moléculas de flavonóides podem interagir com sítio 

enzimático da sPLA2 e alterar a atividade catalítica e algumas ações farmacológicas. 

Apesar de induzida a atividade enzimática, observa-se que não houve mudanças 

significativas no edema induzido pela sPLA2 nativa ou sPLA2:Q. Resultado semelhante foi 

observado por Toyama e colaboradores (2009) após tratamento da sPLA2 da Crotalus 

durissus collilineatus com 7-hidroxicumarina, sugerindo a existência de um diferente sítio 

possivelmente modulatório, não relacionado com a atividade catalítica e responsável por 

ações farmacológicas.  

A co-incubação da sPLA2 com quercetina mostrou seguir uma curva dose-resposta, 

em que concentrações mais baixas (0,5 e 1,0 mg/mL) não mostraram efeito sobre a 

formação de edema. Porém, inibição pode ser observada na concentração de 2,0 mg/mL. 

Esse último resultado indica o efeito antiinflamatório da quercetina sobre a sPLA2, como 

observado por Lindahl e Tagesson (1997). 

A miotoxidade induzida pelo evenenamento por serpentes tem como principal agente 

indutor a sPLA2. O mecanismo para esse efeito não é único e envolve inúmeros fatores, 

tais como dependência ou não de cálcio e interação das moléculas de sPLA2 com células 

musculares (Gutierrez e Ownby 2003) Após pré-incubação com quercetina e co-incubação 

da mesma, a sPLA2 apresentou uma diminuição de 40% e 38,68% [Q(0,5 mg/mL)] 

respectivamente na atividade miotóxica,  sugerindo que esse composto pode alterar o 
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domínio catalítico da sPLA2 levando a alterações no sitio próximo a região de loop do Ca2+  

como proposto por Valentin e Lambeau (2000). 

Resultado semelhante foi observado para agregação plaquetária, uma diminuição de 

55% dessa atividade após tratamento quercetina. Esse resultado indica que a atividade de 

agregação é fortemente influenciada pela quercetina, além de sugerir uma relação com a 

atividade catalítica. Os resultados sugerem que tanto atividade miotóxica como de 

agregação plaquetária são decorrentes da ação catalítica da sPLA2, que foi inibida pela 

quercetina. 

O docking molecular tem sido muito utilizado nas últimas décadas devido sua 

importância para elucidar, através de técnicas computacionais o melhor tipo de interação 

entre uma proteína e um ligante (Halperin et al., 2002). Nesse estudo, o docking molecular 

mostrou ser uma importante ferramenta para entendimento do tipo de interação entre a 

quercetina e a sPLA2. O resultado de docking demonstrou que uma molécula de quercetina, 

como observado na espectrometria de massa (MALDI-TOF), interage com o núcleo 

catalítico da sPLA2.  

Outro resultado apresentado pelo docking foi à interação molecular do Ca2+ com a 

quercetina. O cálcio tem um papel fundamental no mecanismo catalítico da enzima. Nas 

PLA2 cataliticamente ativas o cálcio desempenha uma função dupla que é a de fixar o 

grupo fosfato e estabilizar a carga negativa do ácido carboxílico do fosfolipídio de 

membrana (Ward et al., 1998; Lee et al., 2001). Desta forma, a interação entre a sPLA2 e a 

quercetina leva a uma indisponibilidade molecular do sítio do cálcio da enzima, 

possivelmente causada por um impedimento estérico da quercetina. Esse fato explica a 

diminuição observada na atividade enzimática. 
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A importância do estudo docking molecular para elucidar as interações entre a 

proteína e o ligante nos permitiu melhor entender as razões moleculares que levaram a 

modificações nas atividades catalíticas e farmacológicas da sPLA2, sendo esse estudo uma 

boa ferramenta para avaliar a interação de polifenólicos com a proteína em trabalhos 

futuros. 
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Os resultados apresentados, embora parciais, permite as seguintes conclusões: 

1) O processo de pré-incubação da sPLA2 com quercetina foi executado com êxito, já 

que modificações no perfil cromatográfico e em dados de espectrometria de massas foram 

observados. 

2) O processo de pré-incubação com quercetina levou a modificações em nível de 

estrutura secundária sendo observado através de modificações no espectro de dicroísmo 

circular. 

3) O processo de co-incubação apresenta melhor inibição nas atividades 

farmacológicas (edema e miotoxidade) do que o processo de pré-incubação 

4) Para inibição da atividade enzimática, a pré-incubação é essencial para uma melhor 

performance do composto. 

5) sPLA2 de Crotalus durissus terrificus apresenta provavelmente dois sítios 

farmacológicos distintos: um responsável pelos efeitos de agregação plaquetária e 

miotoxidade; e outro responsável pelos efeito edematogênico. Acredita-se que o primeiro 

está localizado próximo ao loop de ligação do cálcio e conseqüentemente próximo ao sítio 

catalítico onde ocorre a ligação da quercetina com a proteína, causando então a diminuição 

das atividades dependente desse sítio. O segundo está localizado próximo a região C-

terminal, distante da região onde ocorre a ligação com a quercetina e conseqüentemente não 

é afetado pela ligação com a quercetina. 

 6) Através de docking molecular propõem-se que a quercetina se liga próximo à 

região catalítica sPLA2 de Crotalus durissus terrificus causando um impedimento estérico 

o que dificulta a aproximação e a ligação do cálcio com a proteína. 
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7) Estudos de docking são uma boa alternativa para o esclarecimento sobre os 

possíveis sítios de ligação da enzima com um ligante específico. 

8) Uso de compostos polifenólicos com estruturas similares as desses estudados 

podem agir como possíveis inibidores de sPLA2. 
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4.3 Hecogenina - Sapogenina (CR01) 

4.3.1 Tratamento– pré incubação. 

Neste segundo trabalho foi testada a ação de uma molécula orgânica denominada 

hecogenina (CR01). O método utilizado para o tratamento de sPLA2 com hecogenina foi o 

mesmo que para a quercetina. Após incubação, sPLA2 tratada (sPLA2:CR01) foi purificada 

em coluna de fase reversa. A Figura 30 mostra o perfil cromatográfico antes e após a 

incubação com CR01. 

Como ilustrado abaixo, não é possível observar uma mudança no tempo de retenção 

após tratamento com hecogenina, somente uma alteração na base dos pico, indicando 

possíveis modificações da proteína causada pela hecogenina, levando a diferentes 

interações da amostra com a coluna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Perfil cromatográfico da sPLA2 antes e após tratamento química com 
hecogenina (CR01). 
 

4.3.2 Atividade Enzimática das sPLA2 

O efeito da sapogenina CR01 sobre a atividade de PLA2 do veneno de Crotalus 

durissus terrificus também foi analisado utilizando o substrato cromogênico ácido 4-nitro-
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3-(octanoyloxy) benzóico - NOBA. Como pode se analisar na Figura 31(a) houve uma 

diminuição considerável da atividade enzimática após tratamento com CR01, 

possivelmente causada por interações ou ligação entre a proteína e o composto.  

Um gráfico de barras foi plotado (Figura 31b) após 20 min. de reação para analisar 

em números a diminuição causada pela hecogenina. A velocidade de reação para sPLA2 

nativa foi de 1,4266 ± 0,158 mmoles/min, enquanto que para sPLA2 tratada com 

hecogenina foi de 0,6421 ± 0,201 mmoles/min, mostrando uma diminuição de 55 % da 

atividade enzimática 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Ensaio enzimático sPLA2 e sPLA2:CR01 (a) atividade enzimática foi analisada 
usando 4N3OBA como substrato e monitorado com comprimento de onda de 425nm a 
37ºC. (b) atividade enzimática após 20 minutos de reação. Barras de erro indicam EPM 
*P<0,05 comparado com atividade da sPLA2 (n=5). 
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Além da avaliação da atividade enzimática da sPLA2 pré-incubada com hecogenina, 

foi também analisado o efeito desse composto com a proteína no processo de co-incubação, 

para isso, diferentes concentrações de hecogenina foram co-incubadas com a proteína e 

com o substrato de acordo com a Tabela 1. Em todo procedimento a concentração proteica 

foi de 3,96 µM. 

Tabela 1: Condições utilizadas para co-incubação (CR01: 430,65g.mol-1). 

150 40 20 90 ------ ------ 

150 40 20 85 5 38,7 

150 40 20 75 15 116,1 

150 40 20 70 20 154,8 

150 40 20 60 30 232,2 

150 40 20 ------ 90 696,6 

 
 

O resultado da Figura 32(a) mostra que todas as enzimas co-incubadas 

permaneceram linear para a formação de produtos, atingindo uma velocidade máxima no 

tempo de 45 minutos. Entretanto, somente na concentração de 154,8 M (referente a 20 L 

de CR01) é que houve diminuição significativa de formação do produto. 

Na Figura 32(b) pode se observar que a hecogenina mostrou efeito dose resposta, já 

que em concentrações menores e maiores do que 154,8 M um aumento na atividade 

enzimática pode ser observado. 
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Figura 32: (a) Avaliação do efeito de CR01 sob a ação enzimática da sPLA2 em diferentes 
concentrações durante um intervalo de tempo. (b) Comparação do efeito de CR01 após 45 
min. de reação. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com atividade da sPLA2 
(n=5). 

 

 

4.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

O perfil da massa molecular em PAGE-SDS da sPLA2 antes, após e na forma 

reduzida está mostrado na Figura 33. Como observado, as frações apresentam somente uma 

banda e massa molecular de ~14 kDa, tanto em condições não reduzidas como em 

condições reduzidas com DTT, demonstrando que hecogenina não alterou de forma 

significativa o peso molecular da sPLA2.  
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Figura 33: SDS Page sPLA2 antes e após tratamento com CR01. R indica condições 
reduzidas. 
 

 

4.3.4 Dicroísmo Circular (CD) 

As medidas de dicroísmo circular foram realizadas com o objetivo de verificar 

possíveis modificações na estrutura secundária da sPLA2 causada pelo tratamento com a 

hecogenina. O perfil espectroscópico de CD da sPLA2 nativa e sPLA2:CR01 está 

representado na  Figura 34. 

O espectro, como observado para a quercetina, apresenta de bandas características de 

-hélice na região próximas a 208 e 220 nm. Entretanto, não foram observadas mudanças 

no espectro após tratamento com hecogenina, sugerindo que este composto não causa 

modificações na estrutura secundária da sPLA2. 
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Figura 34: Perfil espectroscópico de dicroísmo circular de sPLA2 e sPLA2:CR01 em meio 
aquoso. A concentração de ambas as proteínas foi de 15 M. 
 

4.3.5 Estudos de Estabilidade Térmica 

Para avaliar modificações na estabilidade da sPLA2 após tratamento químico, foi 

escolhido o método de aumento de temperatura. Desta forma, sPLA2 e sPLA2:CR01 foram 

aquecidas de 20ºC a 90ºC com comprimento de onda de 222 nm e em seguida foram 

resfriadas as condições inicias. A Figura 35 mostra o espectro obtido durante o 

aquecimento de sPLA2 e sPLA:CR01 durante o aqueciemento.  

A Figura 35 mostra que não houve modificações estruturais durante o aquecimento de 

sPLA2 após tratamento químico com a hecogenina. O fato de hecogenina não alterar a 

estabilidade da sPLA2 indica que interações ou ligações desse composto com a proteína 

não interfere nas ligações de dissulfeto, permitindo que sPLA2 mantenha sua estrutura. 
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Figura 35: Espectros de estabilidade em função de variações na temperatura de sPLA2 e 
sPLA2:CR01 
 

4.3.6 Fluorescência Intrínseca 

Com o objetivo de avaliar mudanças na estrutura proteica de sPLA2 causada pela 

tratamento químico com hecogenina, foi realizado ensaio de fluorescência intrinseca. A 

Figura 36 mostra o espectro de fluorescência de sPLA2 e sPLA2:CR01. 

Comparando ambos os espectros, pode-se observar uma menor intensidade na 

fluorescência do sPLA2 pré-tratada com hecogenina. Esse resultado indica que após o 

tratamento químico houve uma leve diminuição no contato do resíduo de triptofano da 

proteína com grupos polares fazendo com que o triptofano fique mais escondido na 

estrutura da proteína diminuindo assim a intensidade da fluorescência. Esse resultado 

sugere mudanças conformacionais da sPLA2 em nível de estrutura terciária pela 

hecogenina.  
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Figura 36: Espectro de emissão de fluorescencia de sPLA2 e sPLA2:CR01, á 52 M em 
água. Excitação á 280 nm e emissão a 350 nm. 
 
 
 
4.3.7 Edema de Pata   

Para avaliar a ação da hecogenina sobre a atividade inflamatória da sPLA2 verificou 

se a formação de edema em camundongos nas diferentes condições como descrito no item 

3.6.1. Primeiramente foi comparado a formação de edema com a sPLA2 nativa e com 

sPLA2 pré-incubada com CR01. Desta forma foi injetada na pata direta dos camundongos 

25µL de cada proteína 

Como observado na figura 37, o edema causado pela sPLA2 nativa possui efeito 

máximo aos 30 minutos. Na presença de CR01, pode-se observar que este composto não 

aboliu a atividade edematogênica induzida pela sPLA2, pelo contrário, o efeito foi 

potencializado após 120 minutos. Nos tempos de 240 e 360 minutos CR potencializou 1,5x 

o efeito enquanto que no tempo de 420 minutos essa potencialização foi de 2,0x. Esse 

resultado indica que de forma ainda não conhecida, CR01 interage na proteína deixando a 

região responsável pela inflamação mais exposta. 
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Figura 37: Formação do edema de pata após injeção de sPLA2 e sPLA2 pré incubada com 
CR01. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com atividade da sPLA2 (n=5). 
 
 

Posteriormente foi analisado o efeito da hecogenina sobre a sPLA2 através da co-

incubação. Para isso, foi misturado 12,5 µL de sPLA2 (1µg/µL) com 12,5 µL de CR01 nas 

concentrações de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL e imediatamente aplicado na pata do 

camundongo. A sPLA2 nativa, usada como controle foi misturada com 12,5 µL de água 

para manter a mesma concentração.  

Pode-se observar na Figura 38 que somente na concentração de 2,0 mg/mL após 60 

min a hecogenina foi capaz de diminuir a formação de edema.  

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 38: Efeito da hecogenina sobre atividade edematogênica da sPLA2 no processo de 
co-incubação sPLA2 e CR01(n=5). 
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De acordo com os resultados obtidos, pode se observar que o efeito da CR01 na 

inibição da atividade edematogênica é mais significativo no processo de co-incubação, 

sendo o tratamento químico um processo não necessário para inibição da proteína pela 

hecogenina. 

 

4.3.8 Creatina Quinase – miotoxicidade 

Com o objetivo de avaliar o efeito da hecogenina sobre a ação miotóxica da sPLA2, 

duas diferentes condições, como indicado no item 3.6.2 foram testadas. Primeiramente foi 

avaliada a ação da hecogeina pela pré-incubação com a proteína. Desta forma, foi injetado 

no músculo gastrocmênio de camundongos 25 L de sPLA nativa (1 g/ L) e de sPLA2 

pré-incubada com hecogenina (1 g/ L). Para avaliação do efeito foi usado o kit CK-NAC, 

o qual mede os níveis de creatina quinase presente no sangue.  

Nesta primeira análise, diferentemente da quercetina, foi observada uma elevação da 

atividade miotóxica da sPLA2 após tratamento prévio com CR01 (Figura 39). Enquanto 

sPLA2 nativa apresentou níveis de CK de 651,44 ± 37,9 U/L, sPLA2:CR01 apresentou de 

903,67 ± 49,5 U/L, um aumento de 27,8%. Esse resultado sugere que a hecogenina interage 

de uma maneira diferente com sPLA2, sendo capaz de inibir a atividade enzimática mas 

não a miotóxica. Entretanto, esses dados são preliminares, sendo necessário estudos de 

docking para melhor entender a ligação/interação da hecogenina com sPLA2. 
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Figura 39: Ensaio de miotoxidade através dos níveis de creatina quinase. Aumento de 
27,8% após pré-incubação com CR01. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado 
com atividade da sPLA2 (n=5). 
 

 

A segunda análise foi realizada a partir da co-incubação da sPLA2 com as 

concentrações de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de CR01. Imediatamente após a 

incubação as amostras foram injetadas no músculo dos camundongos.  

 Na Figura 40, pode se observar que o efeito da CR01 na condição co-incubada sobre 

a sPLA2 foi menor que da quercetina. De acordo com os resultados a sPLA2 apresentou 

166,62 ± 16,06 U/L enquanto que a co-incubação com CR01 na concentração de 0,5 

mg/mL [CR01(0,5)] apresentou 139,64 ± 12,96 U/L, com CR01(1,0) 140,84 ± 10,85 U/L e 

CR01(2,0) 163,56 ± 11,54 U/L, uma ação praticamente nula levando em consideração os 

desvios padrão. Entretanto, a co-incubação se mostrou mais eficaz do que a pré-incubação, 

já que desta forma os níveis de CK se mantiveram constante. 
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Figura 40: Miotoxidade após co-incubação da sPLA2 com hecogenina (CR01) nas 
concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. EPM *P<0,05 comparado com salina (n=5). 
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A planta Agave é considera a única planta fornecedora de fibras com propriedades 

terapêuticas. A espécie Agave sisalana é popularmente conhecida no Brasil como sisal e é 

destinada a indústria de cordoaria (cordas e tapetes). Além de sua utilização no artesanato 

essa planta é uma rica fonte de sapogeninas esteroidais: hecogenina e tigogenina (Nunes 

Moreira et al., 1999).   

Do ponto de vista farmacológico, o extrato obtido da A. sisalana estimula a contração 

da musculatura intestinal e uterina, sendo capaz de causar abortos em animais. Outra 

atividade descrita foi a capacidade desse extrato em inibir o crescimento bacteriano 

(Debnath et al., 2010).  

De acordo com a literatura, as saponinas esteroidais possuem propriedade 

antiinflamatória, porém, essa atividade eventualmente é acompanhada de um efeito 

colateral hemolítico (Lacaille-Dubois et al., 1996; Odak et al., 2000).  

Devido a sua atividade farmacológica, a hecogenina (CR01) foi escolhida para avaliar 

seu efeito sobre as atividades de sPLA2 de Crotalus durissus terrificus, já que até o 

momento nada se tem na literatura referente a esse composto e veneno de serpentes. Os 

resultados apresentados, indicam que a hecogenina não afeta a estrutura secundária da 

sPLA2, já que não houve modificações no espectro de dicroísmo circular. Existem nas 

sPLA2 em torno de 7-8 ligações dissulfeto, responsáveis pela estabilidade da molécula. A 

interação da hecogenina com a proteína, não causou modificações na estabilidade da 

proteína frente a altas temperaturas indicando que essas interações não interferem nas 

ligações dissulfeto da proteína. Entretanto, foi observada uma diminuição da fluorescência 
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intrínseca da proteína, possivelmente causada devido a uma menor exposição das moléculas 

de triptofano, sugerindo modificações em nível de estrutura terciária. 

O tratamento com hecogenina causou uma diminuição de 55% da atividade 

enzimática quando pré-incubada e 34,22% quando co-incubada, mostrando que a pré-

incubação é um passo importante para uma melhor inibição. Além disso, os resultados de 

co-incubação mostraram que em concentrações menores ou maiores que 154,8 M (20 L) a 

hecogenina aumenta a atividade catalítica, sugerindo que esse composto dependendo da 

dose, pode induzir danos. 

A diminuição da atividade catalítica sugere que a hecogenina pode interagir de duas 

maneiras na sPLA2, no mesmo sítio que a quercetina ou próximo dessa região, que levaria 

a uma diminuição da ligação do cálcio com a proteína e conseqüentemente perda da 

atividade ou que ao interagir com a sPLA2, a hecogenina causa mudanças estruturais 

afetando o sítio de ligação do cálcio. 

Os teste de atividade antiinflamatória mostraram que a sPLA2:CR01 não afetou o 

inicio da processo. Yamazaki e colaboradores (2005) demonstraram que tanto a ação de 

sPLA2 Lys49 quanto a de Asp49 induz atividade sobre as células neuromusculares, 

mediante interação da região C-terminal com determinados receptores celulares. A ação 

miotóxica também depende da interação da região C-terminal e do resíduo de lisina na 

posição 49 com determinados receptores (Gutierrez e Owby, 2003). Isso pode ser 

comprovado com o uso da heparina, um polissacarídeo sulfatado, que interage fortemente 

com os resíduos básicos da sPLA2 da região C-terminal. Outros estudos realizados com 

sPLA2 de abelhas mostram que estas enzimas induzem atividades farmacológicas sobre 
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macrófagos, mediante reconhecimento dos receptores de manose (Mukhopadhyady e Stahl, 

1995). 

Lambeau e Lazdunsk (1999) sugerem que uma das regiões moleculares envolvidas na 

interação molecular de sPLA2 com receptores tipo N ou M envolve regiões próximas ao 

sítio de cálcio, contudo esses autores não descartam outras regiões moleculares envolvidas 

na interação de sPLA2 com receptores. Portanto, a atividade farmacológica de uma grande 

diversidade de sPLA2 não depende necessariamente da atividade enzimática. 

Os resultados de edema para a sPLA2 nativa e sPLA2:CR01 não apresentaram 

diferenças no início da atividade inflamatória, sugerindo que a hecogenina não afeta 

interação entre sPLA2 e receptores. Por outro lado, após 120 minutos o edema induzido 

pela sPLA2:CR01 tem um aumento, possivelmente causado por uma maior estabilidade 

entre sPLA2 e receptores. Já o processo de co-incubação mostrou um efeito de dose 

resposta, em que pode ser observada uma maior inibição da atividade edematogênica de 

acordo com o aumento da concentração de hecogenina, mostrando seu efeito anti-

inflamatório como observado por Lacaille-Dubois et al., (1996). 

O efeito da hecogenina sobre a atividade miotóxica da sPLA2 também foi avaliado. 

Entretanto, resultado surpreendente foi observado após pré-tratamento da sPLA2 com 

quercetina, sPLA2:CR01 aumentou em 27,8%  a atividade miotóxica. Acredita-se que 

mudanças estruturais, observadas pelo espectro de fluorescência, tenham causado esse 

aumento, entretanto, estudos de docking ou cristalografia são necessários para melhor 

entender o tipo de interação entre o composto e a proteínas. No processo de co-incubação a 

sPLA2 apresentou uma diminuição de 16,2% [CR01(0,5 mg/mL)], sugerindo que o 

processo de pré-incubação foi o responsável pelo aumento da atividade miotóxica.  
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O presente trabalho mostrou que a hecogenina dependendo da dose pode inibir ou 

estimular a atividade enzimática da sPLA2 e não afetam de forma significativa os efeitos 

edematogênico e miotoxico. 
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Os resultados apresentados, embora parciais, permite as seguintes conclusões: 

1) O processo de pré-incubação da sPLA2 com hecogenina foi executado com êxito, 

já que modificações no perfil cromatográfico de massa foi observado. 

2) O processo de pré-incubação com hecogenina não levou a modificações em nível 

de estrutura secundária, pois não foram observadas modificações no espectro de dicroísmo 

circular.  

3) A pré-incubação com hecogenina levou a modificações em nível de estrutura 

terciária da proteína, já que houve uma diminuição na fluorescência, indicando uma menor 

exposição do triptofano na molécula 

4) O processo de co-incubação apresenta melhor inibição nas atividades 

farmacológicas (edema e miotoxidade) do que o processo de pré-incubação 

5) Para inibição da atividade enzimática, a pré-incubação é essencial para uma melhor 

performance do composto. 

6) A hecogenina não apresenta potencial para um bom antiinflamatório, já que 

dependendo da dose, o composto pode inibir ou potencializar a atividade catalítica. 
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Bothrops pirajai 

4.1 Purificação e tratamento químico da sPLA2. 

Para purificação da sPLA2 desprovida de atividade catalítica (Lys49) purificada de 

Bothrops pirajai foi utilizado a combinação de cromatografia de troca iônica e de fase 

reversa. Primeiramente foi realizada a cromatografia de troca iônica usando uma coluna 

CM-5PW para separação da fração ácida existente no veneno (Figura 41). A coluna CM-

5PW é composta por grupos de cargas negativas e por isso é conhecida como trocadora de 

cátions, sendo assim, não há interação das proteínas ácidas (com carga negativa) com a 

coluna sendo essas proteínas eluídas rapidamente no inicio da corrida.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 41: Perfil cromatográfico do veneno de Bothrops pirajai por troca iônica com 

coluna CM-5PW. 

 

Após isolamento por troca iônica, a Lys49-sPLA2 I foi repurificada através de 

cromatografia de fase reversa com coluna C5 e em seguida tratada quimicamente com 

quercetina como descrito no item 3.3.4. Ambos os cromatogramas podem ser observados 

na Figura 42. 
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Como observado no cromatograma (Figura 42b), a ligação da quercetina com a 

sPLA2 causou mudanças na estrutura na proteína influenciando sua hidrofobicidade e 

conseqüentemente um leve deslocamento no tempo de retenção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: (a) Purificação da Lys49-sPLA2 por CLAE em fase reversa. (b) Perfil 
cromatográfico da Lys49-sPLA2 nativa sobreposto com o perfil de Lys49-sPLA2 
previamente tratada com quercetina (sPLA2:Q)  
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4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

O perfil da massa molecular em PAGE-SDS, da fração de sPLA2 extraída do veneno 

de Bothrops pirajai está mostrado na Figura 43. Como observado, a Lys49-sPLA2 

apresenta somente uma banda de massa molecular ~14 kDa, tanto em condições não 

reduzidas como em condições reduzidas com DTT.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: Perfil eletroforético das amostras de Ly49-sPLA2 nativa e sPLA2:Q nas 
condições normais e reduzidas (sPLA2_R). 

 

4.3 Dicroísmo Circular (CD) 

Com o objetivo de verificar possíveis modificações na estrutura secundária da Lys49-

sPLA2 causada pelo pré-tratamento com quercetina foi realizada as medidas de dicroísmo 

circular. O perfil espectroscópico de CD da Lys49-sPLA2 nativa e sPLA2:Q de Bothrops 

pirajai está representado na  Figura 44. 

O espectro da Lys49-sPLA2, como observado para as outras modificações químicas, 

apresenta bandas características de -hélice na região próximas a 208 e 220 nm. Não foi 

observada mudanças no espectro após pré incubação com quercetina, sugerindo que este 

composto não causa modificações na estrutura secundária da sPLA2. 
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Figura 44: Perfil espectroscópico de dicroísmo circular de Lys49-sPLA2 e sPLA2:Q em 
meio aquoso. A concentração de ambas as proteínas foi de 15 M. 
 

4.4 Estudos de Estabilidade Térmica 

Além da avaliação nas alterações em nível de estrutura secundária da Lys49-sPLA2 

nativa e sPLA2:Q, foram realizados experimentos para verificar a estabilidade térmica das 

proteínas. O objetivo desse experimento é utilizar o aumento gradativo da temperatura e 

associá-las com possíveis eventos de desenovelamento protéico. Desta forma, as amostras 

foram aquecidas de 20ºC a 90ºC com comprimento de onda de 222 nm e em seguida foram 

resfriadas as condições inicias. A Figura 45a mostra o espectro obtido durante o 

aquecimento Lys49-sPLA2 e da sPLA2:Q, enquanto a Figura 45(b) o espectro de Lys49-

sPLA2 e sPLA:Q durante o resfriamento.  

A Figura 45a mostra que houve perda parcial da estrutural (desnaturação) durante o 

aquecimento de Lys49-sPLA2, porém essa desnaturação parcial é minimizada após 

tratamento químico com a quercetina, mostrando que a ligação do composto deixa a 

proteína mais estável frente a aumento na temperatura. Resultado interessante foi observado 

durante o resfriamento das proteínas. Como observado na Figura 45b, após aquecimento até 
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90ºC a Lys49-sPLA2 é desnaturada, sendo esse processo irreversível, já que após 

resfriamento a 20ºC a proteína continua na forma desnaturada. Entretanto, após tratamento 

químico com a quercetina, a sPLA2 praticamente recuperou sua forma inicial, mostrando 

que o tratamento com a quercetina causa modificações na estrutura da proteína deixando 

sua estrutura mais estável. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45: Espectros de estabilidade em função de variações na temperatura de Lys49-
sPLA2 e sPLA2:Q (a) espectro de aquecimento; (b) espectro de resfriamento. 

a) 

b) 
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4.5 Fluorescência Intrinseca 

Baseado na sensibilidade do triptofano em diferentes meios, ensaio de fluorescência 

foi realizado com o objetivo de avaliar mudanças na estrutura proteica de Lys49-sPLA2 

causada pelo tratamento químico com quercetina. A Figura 46 mostra o espectro de 

fluorescência de Lys49-sPLA2,  sPLA2:Q e quercetina. 

Comparando os espectros da Lys49-sPLA2 e sPLA2:Q, pode-se observar uma maior 

intensidade na fluorescência do sPLA2:Q. Porém o espectro da quercetina pura mostra um 

pico de fluorescência próximo da região do triptofano. Esse resultado, como observado para 

a sPLA2 de Crotalus durissus terrificus, indica que o aumento de fluorescência após 

tratamento com quercetina e devido ao composto e não a mudanças conformacionais na 

estrutura terciária da proteína causada pela quercetina.  

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 46: Espectro de emissão de fluorescência de Lys49-sPLA2 (Bothrops pirajai) e 
sPLA2:Q, á 52 M em água. Excitação de 280 nm. 
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4.6 Edema de Pata   

Para avaliar a ação da quercetina sobre a atividade inflamatória da Lys49-sPLA2 de 

Bothrops pirajai verificou se a formação de edema em camundongos. Entretanto o processo 

de co-incubação ainda não foi realizado. Para a análise da pré-incubada de sPLA2 e 

quercetina foi injetada na pata direta dos camundongos 25µL de cada proteína 

Como observado na figura 47, o edema causado pela sPLA2 nativa possui efeito 

máximo aos 30 minutos. Na presença de quercetina, pode-se observar que este composto 

potencializou a atividade edematogênica induzida pela sPLA2. No tempo de 180 minutos a 

atividade foi potencializada 1,4x, no tempo 240 minutos 2,3x enquanto que no tempo de 

360 minutos foi de 2,7x.   

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 47: Formação do edema de pata após injeção de sPLA2 de Bothrops pirajai e sPLA2 
pré incubada com quercetina. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com 
atividade da sPLA2 (n=5). 
 

4.7 Creatina Quinase – miotoxicidade 

Para avaliar o efeito da quercetina sobre a ação miotóxica da sPLA2 cataliticamente 

inativa, duas diferentes condições, como indicado no item 3.6.2 foram testadas. 

Primeiramente foi avaliada a ação da quercetina pela pré-incubação com a proteína. Desta 
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forma, foi injetado no músculo gastrocmênio de camundongos 25 L de sPLA nativa 

(1 g/ L) e de sPLA2 pré-incubada com JU234 (1 g/ L).  

Nesta primeira análise, foi observada uma pequena diminuição na atividade miotóxica 

da sPLA2 após tratamento prévio com quercetina (Figura 48). Enquanto sPLA2 nativa 

apresentou níveis de CK de 767,82 ± 57,33 U/L, sPLA2:Q apresentou de 675,93 ± 58,53 

U/L, um diminuição de 12,0%. O resultado também indica como no caso da atividade 

edematogênica, que a ausência de atividade catalítica não abole o efeito miotóxico da 

proteína. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 48: Ensaio de miotoxidade através dos níveis de creatina quinase. Diminuição de 
12,0 % após pré-incubação com quercetina. EPM *P<0,05 comparado com salina (n=5). 
 

 

A segunda análise foi realizada a partir da co-incubação da sPLA2 com as 

concentrações de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de quercetina. Imediatamente após a 

incubação as amostras foram injetadas no músculo dos camundongos.  

 Na Figura 49, pode se observar que o efeito da quercetina na condição co-incubada 

também não obteve muito efeito sobre a sPLA2. De acordo com os resultados a sPLA2 
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apresentou 340,22 ± 20,87 U/L enquanto que a co-incubação com quercetina na 

concentração de 0,5 mg/mL [Q(0,5)] apresentou 306,47 ± 18,53 U/L, com Q(1,0) 291,73 ± 

18,07 U/L e Q(2,0) 306,55 ± 18,909 U/L, uma diminuição de 9,92%, de 14,30% e 9,90% 

respectivamente. 

 

Figura 49: Miotoxidade após co-incubação da sPLA2 com quercetina nas concentrações de 
0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. EPM *P<0,05 comparado com salina (n=5). 
 

4.8 Agregação plaquetária 

Para avaliar o efeito de quercetina sobre a habilidade de Lys49-sPLA2 induzir ou 

inibir a agregação plaquetária foi testada somente o processo de pré-incubação. A Figura 

50(a) e 50(b) mostra a agregação plaquetária induzida pela sPLA2 de Bothrops pirajai 

nativa e sPLA2 tratada com quercetina, respectivamente, em três diferentes concentrações.   

sPLA2 nativa mostrou baixa habilidade em induzir agregação quando comparado com 

sPLA2 de Crotalus durissus terrificus, pois enquanto sPLA2 de Cdt induziu 70% de 

agregação na concentração de 15 g/ L sPLA2 de Bothrops pirajai induziu somente 16% 
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na concentração de 40 g/ L. Com relação a quercetina, pode se observar que a ação do 

composto foi praticamente nula sobre essa sPLA2, já que na concentração de 40 g/ L a 

sPLA2 nativa induziu 16% de agregação enquanto que a sPLA2 com quercetina 13% e que 

na concentração de 25 g/ L foi 8% para sPLA2 nativa e 7% para a sPLA2:Q. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 50: Ensaio de agregação plaquetária. (a) sPLA2 nativa; (b) sPLA2 com quercetina. 
Concentração das sPLA2: 1 g/ L 
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Nesta parte do trabalho, uma sPLA2 cataliticamente inativa (Lys49) foi purificada do 

veneno de Bothrops pirajai e tratada quimicamente com a quercetina. Após o tratamento, 

análise de dicroísmo circular não mostrou modificação na estrutura secundária da proteína. 

Entretanto, uma grande modificação foi observada na estabilidade da proteína após 

tratamento com quercetina. Os resultados indicam que a altas temperaturas a Lys49-sPLA2 

de Bothrops pirajai sofre uma desnaturação irreversível, porém essa desnaturação se torna 

reversível após tratamento com quercetina, sugerindo que ao interagir com proteína, a 

quercetina permite uma maior estabilidade de sua estrutura. Análise da fluorescência 

intrínseca do triptofano também foi realizada a fim de se observar mudanças em nível de 

estrutura terciária. Devido ao seu anel aromático, triptofano é geralmente encontrado 

parcialmente ou totalmente enterrado na parte hidrofobia da proteína, assim ele pode 

tornar-se mais ou menos exposto dependendo das condições do meio (Royer, 2006). Após 

tratamento com quercetina, foi observada um aumento no espectro de fluorescência, 

indicando mudanças na estrutura da proteína levando a uma maior exposição do resíduo de 

triptofano. 

O tratamento com quercetina praticamente não causou mudanças na atividade 

enzimática da Lys49-sPLA2 (dados não mostrado), resultado esperado, uma vez que a 

presença deste ligante não é o fator responsável pela baixa atividade enzimática e sim a 

substituição de uma lisina na posição 49 ao invés de um ácido aspártico. Como sugerido 

por Ward (1998) a presença da Lys-49 impede a ligação do cálcio com a proteína, co-fator 

responsável para a atividade enzimática da sPLA2. 
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Desde a descoberta da sPLA2 cataliticamente inativa em 1984, muito se tem estudado 

para entender o mecanismo farmacológico que acompanha as Lys49. Em algumas 

serpentes, a hidrólise de fosfolipídios não é essencial para atividade farmacológica, sendo 

observada formação de edema e degranulação de mastocitos, mostrando uma dissociação 

entre a atividade catalítica e farmacológica (Teixeira, 2003). Esse fato foi reforçado através 

de modificações nos resíduos de His, Lys, Tyr e Trp de Lys49-PLA2 em que as atividades 

biológicas e catalítica foram afetadas em diferente extensão (Soares et al., 2001). Landucci 

et al., (1998), mostrou que uma sPLA2-Lys49 de Bothrops jararacussu induz edema de 

pata e de pele em camundongos, sem apresentar atividade catalítica. 

Apesar da falta de atividade enzimática, a Lys49-sPLA2 apresentou formação de 

edema e que esse edema foi potencializado após tratamento com quercetina.   Acreditamos 

que ao se ligar nessa sPLA2, a quercetina causa modificações na estrutura da proteína, 

deixando a região responsável pela formação de edema mais exposta e conseqüentemente 

levando ao aumento do edema.  

Dentre as atividades farmacológicas, a de miotoxidade também apresenta 

independência da atividade catalítica (Gutierrez e Owby, 2003). Nossos resultados mostram 

que a Lys49-sPLA2 de Bothrops pirajai apresenta atividade miotóxica, sendo essa pouco 

alterada (diminuição de 12%) após tratamento com quercetina. O processo de co-incubação 

causou uma diminuição de 14,30%, sugerindo que o pré-tratamento não é fundamental para 

uma maior inibição da atividade.  

A sPLA2 do veneno de serpente pode induzir ou inibir (Lu et al, 2002) a agregação 

plaquetária, ou mesmo induzir ou prevenir essa agregação, dependendo da concentração 

usada (Iatridis et al, 1976). Algumas sPLA2 cataliticamente inativas induzem forte 
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agregação plaquetária, provando que o sítio catalítico não é importante para esse efeito 

(Santos et al, 2007). Porém, algumas sPLA2 como BthTX-I (Bothrops jararacussu) e 

PrTX-II (Bothrops piraji) induzem uma baixa agregação (dos Santos et al., 2008). Os 

resultados mostraram que a Lys49-PLA2 nativa na dose de 40µg/µL induziu uma 

agregação baixa. O tratamento com quercetina não alterou os resultados de agregação, 

sugerindo que esse composto não interage com o sítio farmacológico referente à agregação 

plaquetária. Entretanto, pouco se tem na literatura sobre a agregação plaquetária dessa 

sPLA2, sendo necessário estudos complementares para melhor entender seu 

funcionamento.  
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Os resultados aqui apresentados nos permitem concluir que: 

1) O processo de pré-incubação com quercetina causou modificações na estabilidade 

térmica da Lys49-sPLA2, deixando a estrutura mais estável em altas temperaturas. Além 

disso, quercetina tornou reversível a desnaturação da enzima. 

2) Quercetina não afeta de maneira significativa os efeitos farmacológicos induzidos 

pela Lys49-sPLA2. 

3) A quercetina tem maior efeito sobre a sPLA2 de Crotalus durissus terrificus do 

que de Bothrops piraji. 

4) Uso de polifenólicos similares podem agir como possíveis inibidores de sPLA2. 
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